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Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) wie Diclofenac, Ibuprofen und Acetylsalicylsäure 
(ASS) nehmen einen erheblichen Marktanteil an allen frei verkäuflichen Medikamenten ein. 
Konsumenten sind meist ältere Patienten mit zahlreichen Begleiterkrankungen. Dabei sind die 
Nebenwirkungen der NSAR nicht unerheblich. Eine häufige Nebenwirkung der NSAR ist de-
ren gastrointestinale Toxizität welche von Magenbeschwerden bis hin zu Ulzera und Magen-
blutungen reicht1,2. Die Wirkungen und Nebenwirkungen der NSAR entstehen durch eine 
Hemmung der Cyclooxygenaseenzyme (COX), welche für die Bildung bestimmter Botenstof-
fe, sogenannter Prostanoide verantwortlich sind. COX-Enzyme bilden aus Arachidonsäure 
über Prostaglandin G2 (PgG2) Prostaglandin H2 (PgH2). Über an die Cyclooxygenasen gekop-
pelte weitere Enzyme, die Prostanoidsynthetasen, werden die Prostanoide Prostaglandin D2, 
E2, F2α, I2 (PgD2, PgE2, PgF2α, PgI2) und Thromboxan A2 (TxA2) gebildet. Die Prostanoid-
synthetasen heißen nach ihren Produkten Prostaglandin D-, E- und F-Synthetase (PgDS, 
PgES, PgFS), Prostazyklinsynthetase (PgIS) und Thromboxansynthetase (TxAS). Im Orga-
nismus gibt es zwei Isoformen der Cyclooxygenasen. Die COX-1 ist unter anderem für einen 
Schutz des Magens vor Autodigestion über eine Produktion von PgE2 und eine Förderung der 
Thrombozytenaggregation über TxA2 zuständig. Die COX-2 wird allgemein als ein Haupt-
mediator von Entzündungsreaktionen und Schmerzempfindung angesehen. Diese werden von 
verschiedenen Prostanoiden vermittelt, unter anderem auch über COX-2 abhängig gebildetes 
PgI23. Die gastrointestinale Toxizität der NSAR entsteht durch eine Hemmung der COX-1 
abhängigen PgE2-Produktion4,5. Mit dem Ziel die über die COX-2-Hemmung vermittelten 
analgetischen Effekte der NSAR zu erhalten und die unerwünschten Nebenwirkungen der 
COX-1-Hemmung zu vermeiden, wurden spezifischere Inhibitoren für die COX-2 entwickelt. 
Erstaunlicherweise zeigte sich aber im Jahre 2000 im Rahmen der „Vioxx Gastrointestinal 
Outcome Research“-Studie (VIGOR), einer Multicenterstudie an 8076 Patienten, die den ers-
ten neuentwickelten spezifischen COX-2-Hemmer Rofecoxib mit dem NSAR Naproxen be-
züglich gastrointestinaler Toxizität verglich, dass vermehrt Myokardinfarkte in der Patienten-
gruppe mit spezifischer COX-2-Hemmung auftraten6. In der „Adenomatous Polyp Prevention 
on Vioxx“-Studie (APPROVe, 2004), die an 2587 Patienten die Wirkung von Rofecoxib auf 
Rezidive von Kolonpolypen untersuchte, traten erneut erhöhte Raten thromboembolischer Er-
eignisse auf7,8. Dies führte zu einem Abbruch der Studie und der Hersteller nahm Rofecoxib 
weltweit vom Markt. Interessanterweise zeigte auch das NSAR Diclofenac im multinationa-
len Etoricoxib und Diclofenac Arthritis Langzeitprogramm (MEDAL), das zwischen 2002 
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und 2006 an 34.701 Patienten durchgeführt wurde und die kardiovaskuläre Sicherheit und 
gastrointestinale Verträglichkeit des COX-2-Hemmers Etoricoxib und des NSAR Diclofenac 
untersuchte, eine fast identische Rate an kardiovaskulären Ereignissen unter Diclofenac und 
Etoricoxib-Medikation9,10. Eine kardiovaskuläre Gefährdung scheint demnach sowohl von 
den spezifischen COX-2-Hemmern als auch von einigen NSAR wie Diclofenac auszugehen. 
Als eine mögliche Ursache des erhöhten kardiovaskulären Risikos wurde nach VIGOR all-
gemein ein Kippen des Gleichgewichtes zwischen dem antithrombozytär wirksamen PgI2 und 
dem thrombozytenaktivierenden TxA2 zugunsten von TxA2 angenommen („Prostanoid-
Imbalance-Hypothese“). 
In der vorliegenden Arbeit wurde im Tiermodell untersucht, ob eine erhöhte Atherothrombo-
segefährdung unter COX-2-Hemmung durch den spezifischen COX-2-Hemmer Parecoxib 
oder das NSAR Diclofenac vorliegt und welche Rolle das Gleichgewicht der Prostanoide im 
Gefäßsystem dabei spielt. Da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit außerdem unklar war, 
ob die klinisch beobachteten kardiovaskulären Ereignisse von vorbestehenden Risikofaktoren, 
wie beispielsweise einer Atherosklerose, abhängig sind, wurde weiterhin untersucht, ob eine 
kurzfristige intravasale Entzündung Auslöser der klinisch beobachteten kardiovaskulären Er-
eignisse sein könnte oder ob es eine grundlegende Gefährdung durch COX-2-Hemmer auch 
im gesunden Gefäßsystem gibt.  
1.1 Die Rolle des Gefäßendothels in Inflammation und Thrombose 
Das gesunde Gefäßendothel besteht aus einem einschichtigen Zellverband, der zum Lumen 
hin mit einer Schicht aus Glykoproteinen und Proteoglykanen überzogen ist. Aufgaben des 
Gefäßendothels sind die Regulation des Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe, die 
Produktion von den Gefäßtonus und damit den Blutdruck beeinflussenden Substanzen wie 
Stickstoffmonoxid (NO) und PgI2, die Aktivierung von weißen Blutkörperchen in Entzün-
dungsprozessen, die Neubildung von Gefäßen (Angiogenese) und die Aktivierung und Hem-
mung von Gerinnungsprozessen. Es wirkt einer Thrombozytenaktivierung, einer Adhäsion 
von Thrombozyten und der darauf folgenden Bildung eines Thrombus (primäre Hämostase) 
durch Freisetzung von antithrombozytär wirksamen Substanzen wie NO, ecto-ATPase und 
PgI2 entgegen11. Des Weiteren werden die Aktivierung der Gerinnungsfaktoren (sekundäre 
Hämostase) und dem entgegengesetzt fibrinolytische Vorgänge am Endothel initiiert. Ist das 
Gefäßendothel intakt, so bietet es kaum Anheftungsmöglichkeiten für Thrombozyten12. Es ist 
sowohl Ziel als auch Quelle von Zytokinen. Unter entzündlichen Bedingungen werden Zyto-
kine wie Interleukin-1 (Il-1) oder Tumornekrosefaktor  (TNF) durch Makrophagen, Endo-
2 
 
thelzellen und Fibroblasten freigesetzt. Diese binden an Rezeptoren auf Endothel- und Blut-
zellen und stoßen dort eine Vielzahl anti- und prothrombogener Reaktionsketten an. So wer-
den unter Il-1- und TNF-Exposition durch das Endothel prothrombogene Substanzen wie 
ADP, von Willebrand Faktor (vWF) und Thromboplastin freigesetzt und endotheliale Ober-
flächenrezeptoren vermehrt exprimiert13. Diese Faktoren können aktivierend auf Thrombozy-
ten wirken und fördern damit eine Thrombusbildung. Bei einer Verletzung des Gefäßen-
dothels liegen darüber hinaus subendotheliale Kollagenfasern frei die wiederum Thrombozy-
ten aktivieren und deren Aggregation einleiten14. Dem entgegen wirkt eine Aktivierung endo-
thelialer Cyclooxygenasen und NO-Synthetasen (NOS) und die darauf folgende Bildung von 
antithrombogen wirksamem PgI2 und NO. 
 
 
Abb. 1 Interaktion thrombozytärer Adhäsionsmoleküle (αIIbβ3, GPIb-IX-V, GPVI, α2β1) mit Liganden wie 
dem Kollagen der vaskulären Matrix und dem von Willebrand Faktor (vWF) oder Fibrinogen des 
Plasmas und mit endothelialen Adhäsionsmolekülen (αvβ3, P-Selektin)13 
1.2 Thrombozyten 
Thrombozyten sind anukleäre Zellfragmente, die aus kernhaltigen Megakaryozyten abge-
schert werden. Sie befinden sich circa zehn Tage in der Blutzirkulation bevor sie durch Mak-
rophagen in Milz und Leber aus dieser entfernt werden. Hauptaufgabe der Thrombozyten ist 
ihre Rolle in der zellulären (primären) Hämostase. Normalerweise adhärieren Thrombozyten 
nur äußerst selten fest an die Gefäßwand12,15. Anders verhält es sich dagegen, wenn Throm-
bozyten direkt durch subendotheliale Strukturen wie dem Kollagen einer geschädigten Ge-
fäßwand oder indirekt durch inflammatorische Endothelaktivierung, wie unter Einfluss von 
TNF, Interleukin-1 oder bakteriellem Lipopolysaccharid, aktiviert werden16,17. Durch den 
von Endothelzellen gebildeten vWF wird der thrombozytäre Rezeptorkomplex GPIb mit den 
Kollagenfasern verbunden. Durch diese Anheftung an die Gefäßwand werden die Thrombo-
zyten weiter aktiviert und erfahren eine Formveränderung. Sie setzen vasokonstriktorische 
(Serotonin, platelet derived growth factor, TxA2) und aggregationsfördernde Substanzen 
(ADP, TxA2, Calcium, vWF, Fibrinogen) aus ihren Speichergranula frei13,14,18. Durch das von 
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der thrombozytären COX-1 der aktivierten Thrombozyten gebildete TxA2, ADP und den Ent-
zündungsmediator PAF (platelet activating factor) kommt es zu einer Rekrutierung weiterer 
Thrombozyten, die über Oberflächenrezeptoren verbunden werden. Im Zuge der Formverän-
derung der Thrombozyten (Bildung von Mikrovilli) werden Oberflächenrezeptoren wie P-
Selektin oder das Glykoprotein GPIIb/IIIa (Integrin αIIbßIII) auf der thrombozytären Zellober-
fläche vermehrt exprimiert13,19. Diese dienen der Vernetzung der Thrombozyten mit dem En-
dothel über den vWF und Fibrinogen und der Thrombozyten untereinander über Fibrinogen. 
Unter Thrombineinwirkung kommt es zur Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin und in Verbin-
dung mit der plasmatischen Gerinnung (sekundäre Hämostase) zur Bildung eines irreversib-
len Thrombus. 
1.3 Cyclooxygenasen und deren Hemmung 
1971 wurde durch Vane, Smith und Willis erstmals die Funktionsweise von Acetylsalicylsäu-
re, die in einer Synthesehemmung von Prostaglandinen besteht, nachgewiesen20. Der Wirk-
stoff Salicin war in verschiedenen Aufbereitungen schon seit Hippokrates, damals in Form ei-
nes Weidenrindenextraktes, im 19ten Jahrhundert dann zur Acetylsalicylsäure weiterentwi-
ckelt, als fiebersenkende und schmerzstillende Arznei verwendet worden21. Hemler und 
Lands isolierten 1976 die Cyclooxygenase als das für die Prostaglandinsynthese zuständige 
Protein22. 1980 und 1983 wurde nachgewiesen, dass Aspirin die COX über die Acetylierung 
eines Serin (Serin 530 bei der COX-1, Serin 516 bei der COX-2) hemmt23,24. DeWitt et al. ge-
lang es 1988 den komplementären DNA-Strang (cDNA) der Prostaglandin G/H Synthetase 
(Cyclooxygenase) zu klonieren und schon 1989 gab es Hinweise auf eine zweite Isoform der 
Cyclooxygenase25,26 die sich mit der Identifizierung der hierfür kodierenden messenger 
(m)RNA bestätigten27,28. Die COX-1 und -2 stimmen in 59 Prozent ihrer Aminosäuresequenz 
überein28 und auch ihre Kristallstruktur ist bemerkenswert ähnlich29,30. Die Cyclooxygenasen 
bestehen aus zwei funktionellen Einheiten, von denen die eine Cylooxygenase- und die ande-
re Hydroperoxidaseaktivität besitzt. Im hydrophoben Kanal der Cyclooxygenasen wird der 
erste Schritt des Arachidonsäurestoffwechsels, der Umbau von Arachidonsäure in Prostaglan-
din G2 (PgG2) und folgend durch die Peroxidase weiter zu Prostaglandin H2 (PgH2), kataly-
siert31. Daher werden Cyclooxygenasen chemisch korrekt auch als Prostaglandin H-
Synthetasen (PGHS) bezeichnet. Im Unterschied zur COX-1 besitzt der hydrophobe Kanal 
der COX-2 durch den Austausch von Isoleucin gegen Valin an Stelle 523 der Aminosäurese-
quenz noch eine Seitentasche32,33. Dieser strukturelle Unterschied ermöglichte die Entwick-
lung spezifischer Hemmer der COX-2. Die COX-125,34,35 ist ubiquitär im Körper vorhanden 
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und produziert als konstitutiv exprimiertes Enzym Eicosanoide unter physiologischen und pa-
thologischen Bedingungen. Eine Induktion der COX-1 kann beispielsweise durch intravasku-
läre Scherbeanspruchung oder die Wirkung von vaskulärem endothelialen Wachstumsfaktor 
(VEGF) auf Endothelzellen erfolgen36,37. Während die COX-1 die Hauptquelle für die ständig 
produzierten, zytoprotektiven Prostaglandine der Magenmukosa ist38, scheint die COX-
227,28,39,40 im Heilungsprozess von Magenulzera zu überwiegen4. Die endotheliale COX-2 
spielt eine bedeutende Rolle in der Synthese der Prostanoide PgF2, PgE2 und PgI2, wobei im 
Gefäßsystem unter physiologischen Bedingungen größtenteils PgI2 synthetisiert wird. Wäh-
rend die TxS sowohl, wenn auch schwächer, mit der COX-1 als auch mit der COX-2 inter-
agiert, geschieht eine Interaktion bei der PgIS hauptsächlich mit der COX-241,42. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass die systemische Prostazyklinproduktion von der Aktivität der 
COX-2 abhängig ist. Diese Hypothese bestätigte sich in einer Studie von McAdam et al. in 
der durch Celecoxib die COX-2 spezifisch gehemmt wurde43. Die spezifische Hemmung der 
COX-2 äußerte sich in einer Reduktion des PgI2-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-PgF1α im Urin 
gesunder Probanden bei nur leicht beeinträchtigter Bildung des TxA2-Metaboliten TxB2. 
Auch die COX-2 wird in einigen Organen, wie dem Gefäßendothel, der glatten Gefäßmusku-
latur, den Nieren oder dem Gehirn konstitutiv exprimiert44,45. Sie ist zusätzlich durch zahlrei-
che proinflammatorische Stimuli wie Lipopolysaccharid, Il-1, oder TNF46, Scherbeanspru-
chung47 und Wachstumsfaktoren, wie den vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor 
(VEGF) induzierbar48-51. Die PGHS wird im Gefäßendothel, vaskulärer glatter Muskulatur 
und vielen anderen Organen konstitutiv exprimiert52,53. Die Entwicklung der spezifischen 
COX-2-Hemmer geschah vor dem Hintergrund, dass die COX-1-Hemmung der NSAR für die 
gastrointestinalen Nebenwirkungen verantwortlich zu sein scheint und der erwünschte analge-
tische und antiinflammatorische Effekt vornehmlich durch die Hemmung der von der COX-2 
gebildeten Prostanoide PgI2 und PgE2 erreicht werden konnte. Daher wurden Pharmaka ent-
wickelt, die die COX-2 stärker hemmen als die COX-1. Wie oben erwähnt besteht zwischen 
der PgHS-1 und -2 ein struktureller Unterschied in Form einer Seitentasche des hydrophoben 
Kanals der COX. Spezifische COX-2-Hemmer belegen die Seitentasche des hydrophoben 
Kanals der COX-2 und blockieren den Zugang von Arachidonsäure zum Aktivitätszentrum 
des Enzyms. Da sie sperriger sind als die relativ unspezifischen NSAR wie beispielsweise 
ASS ist ihnen nur eingeschränkter Zugang zum Aktivitätszentrum der COX-1 möglich. Eini-
ge spezifische COX-2-Hemmer, die als Vorläufer für die klinisch verwendeten Pharmaka 
entwickelt wurden, wie NS-398 oder DuP-697 binden primär an beide Cyclooxygenaseiso-
formen. Dann erfolgt eine mit der Expositionszeit zunehmende Hemmung der COX-2. Neben 
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der zeitlich zunehmenden Hemmung nimmt auch die Dosierung Einfluss auf die COX-2-
Hemmung54. Mit Celecoxib (Monsanto) und Rofecoxib (Merck) erschienen 1995 die ersten 
klinisch verwendeten spezifischen COX-2-Hemmer auf dem Markt. Diese Medikamente zeig-
ten in verschiedenen klinischen Studien eine effektive Schmerzlinderung bei verminderter 
Toxizität für den Magen-Darm-Trakt. Zu diesen Studien gehören die oben bereits erwähnte 
VIGOR-Studie sowie die „Celecoxib long term arthritis safety study“ (CLASS). Inhalt der 
CLASS-Studie, in der vom Jahr 1998 bis zum Jahr 2000 7968 Patienten untersucht wurden, 
war der Vergleich der gastrointestinalen Toxizität des COX-2-Hemmers Celecoxib mit den 
NSAR Ibuprofen und Diclofenac1,6. Wie oben bereits erwähnt traten im Rahmen der VIGOR-
Studie vermehrt Myokardinfarkte auf. In den folgenden Jahren wurden weitere Studien 
durchgeführt, die die Effektivität der COX-2-Hemmung bei verschiedenen Indikationen, wie 
der Prävention eines Rezidivs von Kolonpolypen, dem postoperativen Schmerzmanagement 
oder auch dem Einsatz bei Alzheimer-Demenz prüfen sollten. Bei der „Adenomatous Polyp 
Prevention on Vioxx“ Studie (APPROVe, 2000-2001), die an 2587 Patienten die Auswirkung 
des COX-2-Hemmers Rofecoxib auf Rezidive neoplastischer Dickdarmpolypen untersuchte, 
traten erneut erhöhte Raten thromboembolischer Ereignisse auf7,8. Dies führte zu einem Ab-
bruch der Studie und Merck nahm Rofecoxib weltweit vom Markt. Allerdings erfüllten 38 
Prozent aller Patienten, die im Rahmen der VIGOR-Studie einen Myokardinfarkt erlitten, die 
Kriterien der amerikanischen Zulassungsbehörde (Food and Drug Administration, FDA) für 
eine Medikation mit niedrig dosierter ASS (Kriterien hierfür sind: stattgefundener Myokard-
infarkt, Angina pectoris, zerebrovaskuläre Ereignisse, transiente ischämische Attacken, Angi-
oplastie oder koronarer Bypass). Nur in dieser Gruppe war ein Unterschied zwischen Napro-
xen und Rofecoxib bezüglich der Anzahl kardiovaskulärer Ereignisse gegeben. Weitere Stu-
dien die als Nebeneffekt vermehrt kardiovaskuläre Ereignisse zeigten waren der „Celecoxib 
trial for colonic adenoma prevention“55, der an 2035 Patienten eine potentiell präventive Wir-
kung des COX-2-Hemmers Celecoxib auf die Entwicklung kolorektaler Adenome untersuchte 
und zwei Studien zu einer Medikation mit Valdecoxib und Parecoxib im postoperativen 
Schmerzmanagement bei koronaren Bypassoperationen (CABG)56,57 (Einzelheiten Tabelle 4). 
Wie oben bereits erwähnt zeigte das NSAR Diclofenac im Rahmen der MEDAL-Studie eine 
ähnliche Rate kardiovaskulärer Ereignisse unter Diclofenac- und Etoricoxib-Medikation9. Die 




Diclofenac ist ein nicht-steroidales Antiphlogistikum und Analgetikum. Es hemmt die Bil-
dung von Prostanoiden über eine reversible Blockade des Aktivitätszentrums im hydrophoben 
Kanal der Cyclooxygenasen. NSAR, mit Ausnahme von ASS, hemmen beide Cyclooxygena-
sen reversibel über eine sterische Blockade des Kanals. Wenn auch allgemein bisher als nicht-
selektives Antiphlogistikum angenommen, haben neuere Studien eine bevorzugte Affinität 
von Diclofenac zur COX-2 gezeigt. In einer randomisierten Fallkontrollstudie von Hinz et al. 
zeigte Diclofenac, in klinisch gebräuchlicher Dosierung, eine mit 99 Prozent bei einmaliger 
Gabe und bei erreichtem konstanten Serumspiegel signifikant stärkere Hemmung der COX-2 
als eine Medikation mit den spezifischen COX-2-Hemmern Celecoxib (70 %/81 %, Einmal-
dosis/Steady State) oder Rofecoxib (56 %/72 %)58. Im Vollblutansatz erreichte Diclofenac in 
einer therapeutischen Dosierung von 150- 200 mg/die keinen für eine 80%ige Hemmung 
(IC80) der COX-1 ausreichenden Wirkspiegel. Die COX-2 hingegen wurde schon bei 13-
 30fach geringeren Konzentrationen ausreichend gehemmt59. Es hat sich herausgestellt, dass 
die IC80 direkt mit einer ausreichenden Analgesie korreliert60. Damit kann Diclofenac in einer 
Dosierung die zu einer befriedigenden Analgesie führt, als spezifischer COX-2-Hemmer be-
trachtet werden. 
1.3.2 Parecoxib 
Parecoxib (Dynastat®, Pfizer) ist die intravenös applizierte Vorstufe des spezifischen COX-2-
Hemmers Valdecoxib (Bextra®, Pfizer). Laut Fachinformationen wird bei intravenöser oder 
intramuskulärer Applikation die maximale Plasmakonzentration des Parecoxib-Metaboliten 
Valdecoxib nach 30 Minuten bis zu einer Stunde erreicht. Parecoxib wird mit einer Plasma-
halbwertszeit von 22 Minuten in vivo fast vollständig zu Valdecoxib metabolisiert und im 
Leberstoffwechsel über die P450 Cytochrome (CYP) 3A4, 2C9 und durch CYP unabhängige 
Glukuronidierung der Sulfonamiduntereinheiten abgebaut. Im oben bereits erwähnten Voll-
blutansatz zeigte Valdecoxib bei einer therapeutischen Dosierung von 10 mg/die eine 200fach 
niedrigere Plasmakonzentration als für eine 80%ige Hemmung der COX-1 und eine 2- 4fach 
niedrigere Konzentration als für eine 80%ige Hemmung der COX-2 notwendig wäre59. 
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1.4 Prostanoide und deren Wirkung im Gefäßbett 
Wie eingangs bereits erwähnt erfolgt der Umbau von Arachidonsäure zu PgG2 im hydropho-
ben Kanal der COX. Darauf folgend wird durch die Peroxidase aus PgG2 PgH2 gebildet31. 
PgH2 wiederum wird über Synthetasen in die aktiven Metabolite PgE2, PgF2, PgD2, PgI2 und 
TxA2 umgewandelt (Abb. 2). Die TxS gekoppelt an die COX-1 wurde erstmals in Thrombo-
zyten beschrieben61. Sie gehört wie die PgIS zu den Cytochrom P450 Enzymen53,62. Obwohl 
die TxS in Gegenwart niedriger Level der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2), die 
Arachidonsäure zur Synthese der Prostanoide bereitstellt, primär an die COX-2 gekoppelt ist, 
ist die COX-1 in Zellen, die größere Mengen cPLA2 bereitstellen, wie beispielsweise 
Thrombozyten, der bevorzugte Interaktionspartner der TxS41. Das über die thrombozytäre 
TxS produzierte TxA2 bewirkt über den thrombozytären Thromboxan A2 Rezeptor (TP) eine 
Formveränderung der Thrombozyten und darauf folgend eine Thrombozytenaggregation63. 
Auf der anderen Seite wird im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus über den TP der 
glatten Gefäßmuskulatur auch eine Freisetzung von PgI2 das antiaggregatorisch und vasodila-
tierend wirkt hervorgerufen64. Des Weiteren bewirkt TxA2 über Rezeptoren der vaskulären 
glatten Muskulatur eine Vasokonstriktion65,66, sowie eine Konstriktion anderer mit glatter 
Muskulatur ausgestatteter Organe wie der Bronchien, der Eingeweide, des Uterus und der 
Harnblase. In Endothelzellen bewirkt TxA2 eine Beschleunigung der Expression von Adhäsi-
onsmolekülen wie das intrazelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1), das vaskuläre Zelladhä-
sionsmolekül-1 (VCAM-1) und das endotheliale Leukozytenadhäsionsmolekül-1 (ELAM-
1)67,68. Sowohl PgE2 als auch PgI2 tragen hauptsächlich über eine Stimulation von Prostaglan-
din E Rezeptoren (insbesondere den PgE2-Rezeptor EP3) und Prostazyklinrezeptoren (IP) zur 
Schleimproduktion des Magens, zu einer verminderten Säuresekretion und reduzierten Pep-
sinsekretion und damit zum Schutz der Magenschleimhaut bei4,5. Vaskuläre glatte Muskelzel-
len, Thrombozyten und viele andere Organe verfügen über den Rezeptor für PgI2 (IP)69-72. In 
der Gefäßmuskulatur führt eine Aktivierung des IP zu einer Relaxation und darauf folgend zu 
einer Vasodilatation. In Thrombozyten bewirkt PgI2 über eine G-Protein vermittelte Signal-
kaskade eine intrazelluläre Hemmung des Signalweges des Thromboxanrezeptors und damit 
eine verminderte Sekretion von ADP, Serotonin und anderen thrombozytenaktivierenden Me-
diatoren. Eine Hemmung der Expression des GPIIb/IIIa-Rezeptors und damit eine verminder-












Abb. 2 Der Arachidonsäurestoffwechsel 
Die verschiedenen Eicosanoide werden durch die Cyclooxygenasen, Prostanoidsynthetasen und der Thrombo-
xansynthetase aus Arachidonsäure synthetisiert. 
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1.5 Fragestellungen dieser Arbeit 
Zu Beginn dieser Arbeit war durch die klinischen Befunde der VIGOR-Studie bekannt, dass 
Rofecoxib ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko aufweist. Durch tierexperimentelle Untersu-
chungen unserer eigenen Arbeitsgruppe war außerdem bekannt, dass unter Coxibtherapie eine 
verminderte endotheliale Prostazyklinbildung und folgend daraus eine vermehrte arterioläre 
Thrombozyten-Endothel-Interaktion vorliegt. Weiterhin lagen vereinzelt klinische Studien 
vor, die ein erhöhtes Atherothromboserisiko auch unter anderen selektiven COX-2-Hemmern 
und einigen NSAR nahelegten6,7,12. Unklar war, ob es dabei zu einer Verschiebung des 
Gleichgewichtes zwischen antithrombozytärem PgI2 und dem eine Thrombozytenaggregation 
fördernden TxA2 kommt, wenngleich das mehrfach postuliert worden war und ob dies auch 
oder eventuell sogar vermehrt unter dem Einfluss entzündlicher Mediatoren der Fall ist. 
 
Daher ergaben sich für unsere Arbeit folgende Fragestellungen: 
 
1. Welche Auswirkungen haben andere klinisch gebräuchliche COX-Hemmer (Pareco-
xib, Diclofenac) auf die Thrombozyten-Endothel-Interaktion in vivo? 
2. Besteht ein erhöhtes Atherothromboserisiko unter COX-Hemmung durch Parecoxib 
und Diclofenac? 
3. Welchen Stellenwert hat die Gleichgewichtshypothese der Prostanoide im Rahmen 
intraarterieller Thrombogenese unter spezifischer COX-2-Hemmung? 




2. Material und Methoden 
2.1 Puffer und Medien 
PBS− Phosphat gepufferte Salzlösung:  
160 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM 
Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4 
PBS+ Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS−) mit 
0,9 mM Ca2+ und 0,5 mM Mg2+ 
HMEC-Wachstumsmedium 400 ml M199  
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland),  
40 ml fetales Kälberserum  
(FCS, Biochrom, Berlin, Germany),  
40 ml Endothelzellwachstumsmedium (Pro-
moCell, Heidelberg, Deutschland), 
3 ml Streptomycin 
HMEC-Hungermedium 400 ml M199, 4 ml FCS, 3 ml Streptomycin 
Thrombozyten-Resuspensionspuffer 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl,  
12 mM NaHCO3, 0,4 mM NaH2PO4,  
1 mM MgCl2, 5 mM D-Glucose,  
5 mM HEPES in destilliertem Wasser auf 
einen pH-Wert von 7,35 eingestellt 
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2.2 Untersuchung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion und der festen Gefäß-
wandadhäsion in vivo 
2.2.1 Versuchstiere und deren Haltung 
Alle Tierversuche wurden nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern nach § 8 
Absatz 1 des deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt. Verwendet wurden syrische Gold-
hamster (Mesocricetus auratus) und „Black Six“-Mäuse (C57BL/6) beiden Geschlechtes. Die 
Hamster befanden sich in einer Gewichtsklasse zwischen 80 g und 135 g, die Mäuse zwischen 
20 g und 30 g. Die Tiere entstammten größtenteils der eigenen Zucht, wobei die Zuchttiere 
aus dem Inzuchtstamm der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) stammten. Bei 
Zuchtengpässen wurden sie in der entsprechenden Gewichtsklasse von Charles River zuge-
kauft. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und wurden unter einem jahres-
zeitlich bedingten Tag-Nacht-Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 22- 24 C gehalten. 
2.2.2 Das Modell der Rückenhautkammer zur Beobachtung der Mikrozirkulation  
 in vivo 
 
Abb. 3 Die Rückenhautkammer 
Links ein von der Rückenhautkammer vollkommen unbeeinträchtigter Hamster, rechts Nahaufnahme der Kam-
mer mit Aufsicht auf die Venen und Arterien der Rückenhaut. 
Durch das Aufbringen einer Titankammer auf die Rückenhaut der Versuchstiere können Ge-
fäße direkt beobachtet und unter verschiedenen Bedingungen am lebenden Tier untersucht 
werden. Dieses Verfahren wurde bereits vielfach zur Untersuchung der Mikrozirkulation in 
vivo durchgeführt74. Verwendet wurden Kammern die in der Werkstatt des Instituts für Chi-
rurgische Forschung des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universität in München herge-
stellt wurden. Die Kammern bestehen aus zwei Platten, die in der Mitte ein Loch von einem 
Zentimeter Durchmesser besitzen. Bei dem vorderen Teil der Kammer ist das Loch durch ein 
Deckglas mit Sprengring verschlossen. Die Blätter der Rückenhautkammer für Hamster ha-
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ben eine Breite von 4,8 cm und eine Höhe von 3,8 cm, die für Mäuse eine Breite von 3,5 cm 
und eine Höhe von 3 cm. Goldhamster besitzen auf dem Rücken zwei symmetrische Nävi. 
Der Rücken wurde in einem Rechteck, das von den Ohren bis circa einen Zentimeter über die 
Nävi hinaus und beidseits bis zur Grenze zwischen goldfarbenem Rückenfell und weißem 
Bauchfell reichte, mit einem Tierlanghaarschneider (Favorita II GT 104, Aesculap, Tuttlin-
gen, Deutschland) rasiert. Anschließend wurde der Rücken mit einer Enthaarungscreme (Pilca 
Enthaarungscreme, GlaxoSmithKline, München, Deutschland) enthaart. Die Rückenhaut 
wurde im Gegenlicht so angehoben und die beiden aneinander liegenden Hautareale gegen-
einander verschoben, dass die zwei großen Gefäßbäume der Rückenhaut und die Nävi vorerst 
übereinander lagen. In einem zweiten Schritt wurde die Haut verschoben, bis die Querver-
zweigungen der vorderen und hinteren Gefäßbäume der hinteren Haut in der Umschlagfalte 
zu liegen kamen. In dieser Position wurde die Haut mit zwei Fäden rechts und links fixiert 
und an Schwanenhälsen aufgehängt. Die rückwärtige Hälfte der Rückenhautkammer wurde 
dann so an der Hautfalte festgenäht, dass das Loch der Kammer circa einen Millimeter vom 
hinteren Ast des vorderen Gefäßbaumes entfernt zu liegen kam. Mit einer Venenverweilkanü-
le für Großtiere wurde daraufhin die Haut durchstochen, die Schrauben der Kammer mittels 
der Hülse hindurch geführt und mit Bulldog-Klemmen fixiert. Die Lage des durchscheinen-
den Loches der rückseitigen Kammerhälfte wurde nun auf der Vorderseite mit einem Stift 
markiert. Für die Präparation wurde das Tier in Seitenlage gebracht und die Haut mit den Fä-
den über die Tischkante aufgespannt. Die Haut wurde in dem markierten Rund, nach einem 
oberflächlichen Hautschnitt, stumpf von der darunter liegenden Bindegewebsschicht gelöst 
und anschließend abpräpariert. In einem zweiten Schritt wurde die nächste Bindegewebs-
schicht angehoben, mit der Schere in zwei Hälften geteilt und ebenfalls vorsichtig abpräpa-
riert. Die gewünschte Gefäßschicht war nun nur noch von dünnen Häutchen bedeckt. Diese 
wurden mit der flach aufliegenden Schere abpräpariert. Mit Hilfe von Präpariersaugern wurde 
überprüft, ob sich noch Gewebe über der Gefäßschicht befand. Nun wurden die Bulldog-
Klemmen entfernt und der vordere Teil der Kammer mit Muttern an den Schrauben der hinte-
ren Kammerhälfte befestigt. Die frei präparierte Gefäßschicht legte sich flach an das Glas der 
Vorderseite an. Der vordere Kammerteil wurde an der Haut der Umschlagfalte und dem hinte-
rem Teil der Kammer festgenäht. Bei Mäusen erfolgte die Präparation analog der Präparation 
beim Hamster. Die Präparation erfolgte zwei Tage vor der Versuchsdurchführung um ein Ab-
klingen einer eventuell durch die Operation verursachten ödematösen Irritation der gefäßfüh-
renden Schicht zu ermöglichen. 
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2.2.3 Legen des zentralen Venenkatheters in die Vena jugularis 
Das Legen des zentralen Venenkatheters erfolgte am ersten Tag nach Präparation der Rü-
ckenhautkammer. Für die Hamster wurde ein 25 cm langer Silikonschlauch (Omnilab, Mün-
chen, Deutschland) vorbereitet der an einem Ende mit zwei Markierungen von je circa einem 
Zentimeter Länge versehen wurde. Dieser wurde auf eine 27 Gauge-Kanüle (Becton, Dickin-
son and Company, Heidelberg, Deutschland) einer mit NaCl-Lösung (0,9 %) gefüllten einen 
Milliliter fassenden Spritze (Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Deutschland) auf-
gezogen und entlüftet. Der Hals der Tiere wurde ventral rasiert. Das Tier wurde in Rückenla-
ge so auf zwei Plexiglasblöcken von vier Zentimetern Höhe gelagert, dass die Kammer zwi-
schen diesen zu liegen kam. Der Kopf des Tieres zeigte zum Präparateur. Für die Mäuse war 
ein spezieller Tisch mit einem Schlitz angefertigt worden, in den die Kammer so eingefädelt 
wurde, dass die Mäuse flach auf dem Rücken liegen konnten. Der Katheter musste über einer 
Flamme an einem Ende auf circa sieben Millimetern Länge dünner gezogen werden um später 
in die Vena jugularis der Mäuse inseriert werden zu können. Die restliche Vorbereitung ent-
sprach der bei den Hamstern. Nach der entsprechenden Lagerung wurde der Hals leicht über-
streckt und die Haut wurde unter Spannung auf der rechten Halsseite mit einem Skalpell ein-
geschnitten. Nun wurde die Haut mit einer geraden Schere von rechts nach links vorsichtig 
untertunnelt. Entlang dieses Weges wurde die Venenverweilkanüle bis zur Oberkante der 
Hautfalte vor der Kammer vorgeschoben und durch die Haut ausgestochen. Durch die Kanü-
lenhülse wurde der Silikonkatheter hindurch gefädelt und auf der linken Seite des Tieres auf 
dem Operationstuch befestigt. Mit der Schere wurde nun stumpf auf der rechten Halsseite 
durch den Schnitt in die Tiefe bis zur Vena jugularis präpariert. Die Vena jugularis wurde 
ganz frei präpariert und über eine leicht geöffnete Schere gelegt. Die Vene wurde durch eine 
Mikroklemme (5 mm Branchenlänge für Hamster, 4,5 mm für Mäuse) an ihrem kaudalen En-
de im Bereich der Vena jugularis communis abgeklemmt. Drei Fäden von circa vier Zentime-
tern Länge wurden nun in einem nicht zugezogenen einfachen Knoten locker um die Vene 
herum gelegt. Der am weitesten kranial gelegene Knoten wurde zugezogen und die Vena ju-
gularis communis zwischen dem zugezogenen Knoten und der Mikroklemme mit einer Mi-
kroschere eingeschnitten. Nach nochmaligem Entlüften wurde der Katheter in die Vene einge-
führt und mit dem mittleren Knoten lose befestigt. Die Mikroklemme wurde gelöst und der 
Katheter unter Spannung der Vene vorgeschoben, bis die zweite Markierung gerade ver-
schwunden war. Bei den Mäusen wurde der Katheter circa fünf Millimeter inseriert. Durch 
Aspiration und anschließender Spülung mit 0,9%iger NaCl-Lösung wurde die korrekte Lage 
des Katheters überprüft. Nach Insertion des Katheters wurden die vorgelegten Fäden festge-
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zogen. Die Haut des Halses wurde mit Einzelknopfnähten verschlossen. Der Katheter wurde 
an der Austrittsstelle am Rücken zu einem Teil unter die Haut zurückgeschoben um ihn span-
nungsfrei zu halten. Der übrige Teil wurde kurz vor der Kammer mittels Naht fixiert. Das of-
fene Ende wurde verknotet und durch Abschmelzen des Endes zusätzlich verschlossen um ei-
ne Belüftung oder ein Zurücklaufen von Blut durch einen etwaigen Unterdruck zu verhindern. 
Abschließend wurde der Katheter schlaufenförmig an der Kammer mit Omnifilm (Hartmann 
AG, Heidenheim, Deutschland) befestigt. Der Katheter wurde spätestens am Vortag des Ver-
suches gelegt, damit die Tiere am Versuchstag von der Narkose unbeeinflusst waren. Die Tie-
re tolerierten sowohl die Narkose, als auch Kammer und Katheter gut. Sie zeigten keinerlei 
Zeichen einer Beeinträchtigung. Alle Fäden, Nadeln und Präpariertupfer stammten von der 
Firma Fine Science Tools (F.S.T., Heidelberg, Deutschland). Die Präparationsinstrumente 
und Klemmen wurden von F.S.T. und Medicon (Tuttlingen, Deutschland), die verwendeten 
Spritzen und Kanülen von Becton, Dickinson and Company (Heidelberg, Niederlassung 
Deutschland) bezogen. 
2.2.4 Narkose der Tiere 
Die Hamster wurden zur Präparation der Rückenhautkammer und dem Legen des Jugula-
riskatheters mittels intraperitonealer Injektion einer Mischung aus 1000 µl Ketanest (Kon-
zentration 5 mg/ml, Ketanest S, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland), 600 µl Xylazin 
(Konzentration 20 mg/ml, Rompun, Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) und 
1000 µl 0,9%iger NaCl-Lösung (BBraun, Melsungen, Deutschland) narkotisiert. Einem 70 g 
schweren Hamster wurden davon 250 µl verabreicht. Die Narkose dauerte circa eine Stunde 
an und war somit für die Dauer der Präparation von einer dreiviertel Stunde ausreichend. In 
Ausnahmefällen wurden bei Bedarf 50 µl der Narkosemischung nachinjiziert oder die Narko-
se wurde durch Sevofluran per inhalationem aufrechterhalten. Für die Mausnarkose wurde ei-
ne Mischung aus 160 µl Fentanyl (Konzentration 0,05 mg/ml, CuraMED Pharma GmbH, 
Karlsruhe, Deutschland), 800 µl Midazolam (Konzentration 1 mg/ml, Ratiopharm GmbH, 
Ulm, Deutschland), 80 µl Medetomidinhydrochlorid (1 mg/ml, Domitor Orion Pharma 
Corporation, Espoo, Finnland) und 2960 µl 0,9%iger NaCl-Lösung hergestellt. Von dieser 
Mischung wurden den Tieren 15 µl/g Körpergewicht (KG) intraperitoneal appliziert. Um ein 
Austrocknen der Augen während der Narkose zu vermeiden, wurden diese mit Bepanthen® 
Augen- und Nasensalbe (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) abgedeckt. 
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2.2.5 Intravitalmikroskopie (IVM) 
Der Arbeitsplatz für die intravitalmikroskopischen Untersuchungen bestand aus einem Mikro-
skop mit Durchlichtbeleuchtung (Zeiss Axiotech Vario, Firma Zeiss, Göttingen, Deutsch-
land), einer Kaltlichtquelle (Zeiss, Göttingen, Deutschland), einer auf dem Mikroskop aufge-
setzten Kamera mit einer Bildfrequenz von 14,5 Bildern pro Sekunde (Modell C8484, Ha-
mamatsu, Herrsching, Deutschland) und einem mit dieser Kamera verbundenen Computer. 
Der Mikroskopiertisch und die Anordnung der Objektive wurden hierfür in einer Sonderan-
fertigung der Firma Zeiss geliefert. Die Tiere lagen in einer mit Luftlöchern versehenen Ple-
xiglasröhre mit einem Durchmesser von 3,8 cm für Hamster und 2,4 cm für Mäuse (Eigenbau 
der institutseigenen Werkstatt), die am hinteren Ende mit einer ebenfalls mit Löchern verse-
henen Plexiglasplatte verschlossen wurde. Die Tiere schlüpften selbst in die Röhren und zeig-
ten auch in diesen keine Anzeichen von Angst. An der Oberseite der Röhre befand sich ein 
Schlitz durch den die Kammer hinausragte. Die Kammer wurde auf einem Aufsatz (Eigenbau 
der institutseigenen Werkstatt) auf dem Mikroskopiertisch fixiert und konnte so in gewünsch-
ter Position unter das Objektiv verbracht werden. Der Katheter wurde mit einer einen Millili-
ter fassenden Spritze mit aufgesetzter 27 Gauge-Kanüle, die zum Spülen des Katheters mit 
NaCl-Lösung (0,9 %) gefüllt war, versehen. Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen 
erfolgten dann am wachen, nicht narkotisierten Tier. 
 
Abb. 4 Das Intravitalmikroskop 
Links der Apparateaufbau für die Intravitalmikroskopie (Intravitalmikroskop mit aufgesetzter Kamera, Licht-
quelle und Rechner für die Aufnahme und Übertragung der Kamerabilder), rechts eine Nahaufnahme einer Maus 
in einer Plexiglasröhre, deren Kammer für die Aufnahmen auf dem Tisch fixiert wurde 
(Bilder mit freundlicher Genehmigung von N. Hellwig) 
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2.2.6 Beurteilung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion 
2.2.6.1 Isolation der Thrombozyten 
Für die Messungen des Thrombozytenverhaltens in vivo wurden menschliche Thrombozyten 
aus dem Vollblut gesunder, freiwilliger Spender, die zuvor mindestens eine Woche keine Me-
dikamente eingenommen hatten, gewonnen. Die Spender wurden vor der Blutentnahme über 
den wissenschaftlichen Gebrauch des Blutes aufgeklärt und stimmten dem schriftlich zu. Pro 
Versuch wurden 40 ml Vollblut, versetzt mit zehnprozentigem Natriumcitrat (0,106 mol/L), 
verteilt auf sechs Zentrifugenröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) bei 1300 Umdre-
hungen pro Minute (U/min) in einer Megafuge 1.0 R Zentrifuge (DJB Labcare Ltd, Newport 
Pagnell, England) bei ausgeschalteter Bremse, um ein Aufwirbeln des so genannten „buffy 
coats“ aus Leukozyten und Thrombozyten durch das Bremsen zu verhindern, über 15 Minu-
ten zentrifugiert. Anschließend wurde der thrombozytenreiche Überstand (PRP= platelet rich 
plasma) mit einer Einmal-Plastikpipette vorsichtig abgenommen. Dies ergab circa 20 ml PRP. 
Um die Thrombozytenaktivierung während der Waschschritte und der Färbung zu hemmen 
wurde ein Mikroliter Iloprost (Konzentration 10 µg/mL, Ilomedin, Bayer HealthCare Phar-
maceuticals, Berlin, Deutschland) je 10 ml PRP hinzugefügt. Das PRP wurde auf vier der 
oben erwähnten Reagenzröhrchen verteilt und bei 1500 U/min (Heraeus Megafuge 1.0 R, 
DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, England) 10 Minuten, diesmal mit eingeschalteter Brem-
se zentrifugiert. Die Thrombozyten befanden sich nun, als so genanntes „Pellet“ gesammelt, 
im unteren Teil der Zentrifugenröhrchen. Der Überstand der nur wenige Thrombozyten ent-
hielt (platelet poor plasma, PPP) wurde wiederum vorsichtig abgenommen. Die Thrombozy-
ten selbst wurden nun in insgesamt einem Milliliter PPP vorsichtig resuspendiert. Die Throm-
bozytensuspension wurde mit weiteren drei Millilitern PPP verdünnt und zur Fluoreszenzfär-
bung mit 20 l Calcein AM (Konzentration 100 µg/ml, Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) und einem Mikroliter Iloprost (Konzentration 10 µg/ml) versetzt. Es erfolgte eine Inku-
bation bei Raumtemperatur in Dunkelheit über 30 Minuten. Die Suspension wurde auf vier 
Zentrifugenröhrchen verteilt, jeweils mit zwei Millilitern PPP verdünnt und bei 1500 U/min 
(Megafuge 1.0R) über 10 Minuten zentrifugiert. Die abzentrifugierten Thrombozyten wurden 
nach Abnahme des Überstandes mit einem Milliliter Thrombozyten-Resuspensionspuffer 
(Zusammensetzung siehe Tabelle) resuspendiert und die Lösung auf eine Konzentration von 
200.000/µl eingestellt. Bis zur Injektion im Rahmen des folgenden Versuches wurde die Sus-
pension in Dunkelheit bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die isolierten und fluoreszenzgefärb-
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ten Thrombozyten wurden innerhalb von maximal 30 Minuten nach Färbung im Versuch 
verwandt. 
2.2.6.2 Versuchsanordnung 
Alle Reagenzien wurden vor den intravitalmikroskopischen Aufnahmen verabreicht. Pareco-
xib und TNF wurden intravenös, Diclofenac intraperitoneal appliziert. Die applizierten Me-
dikamentendosen und Inkubationszeiten wurden analog zu den in vitro Dosierungen bei ei-
nem Milliliter Medium (siehe unten) auf ein geschätztes Blutvolumen von zehn Millilitern bei 
einem 100 g schweren Tier berechnet. Sie betrugen für Parecoxib 1 mg/kg KG, injiziert vier-
einhalb Stunden vor den Aufnahmen, für Diclofenac 1 mg/kg KG, injiziert eine Stunde vor 
den Aufnahmen und für TNF 0,5 µg/kg KG, injiziert vier Stunden vor den Aufnahmen. 
Nach Injektion und Inkubation der Tiere mit den entsprechenden Medikamenten und/ oder 
TNF wurden die Tiere in der oben erwähnten Plexiglasröhre auf dem Mikroskopiertisch fi-
xiert. Circa eine Minute vor einer Aufnahme wurden 50 l der Thrombozytensuspension über 
den Katheter injiziert. Es wurden pro Tier 5- 8 Aufnahmen von je 30 Sekunden Länge ge-
macht. 
2.2.6.3 Klassifizierung von rollenden und fest adhärenten Thrombozyten 
Ausgewertet wurden 100 Thrombozyten pro Filmsequenz, wobei alle zehn Bilder gemessen 
wurde. Die Flussgeschwindigkeit einzelner Thrombozyten wurde aus der Länge der Throm-
bozytenspur pro Einzelbild und der Expositionszeit von 0,069539 Sekunden bei Aufnahme 
jedes einzelnen Bildes errechnet. Die Zahl der Thrombozyten pro Geschwindigkeitseinheit 
wurde prozentual zu allen gemessenen Thrombozyten gesetzt. Die Anzahl der Thrombozyten 
in den unteren fünf Prozent der Geschwindigkeitsverteilung errechneten sich relativ zum 
schnellsten Thrombozyten pro Einzelgefäß und wurden dann wiederum zu der Gesamtzahl ins 
Verhältnis gesetzt. Als fest adhärent an der Gefäßwand galten Thrombozyten die sich über 
mindestens 30 Sekunden nicht von der Stelle bewegten. Die Zahl fest adhärenter Thrombozy-
ten wurde in Bezug zur beobachteten Gefäßfläche gesetzt. Gefäße mit unregelmäßigem Fluss 
wurden von der Auswertung ausgeschlossen. 
2.2.6.4 Gefäßverschlusszeit 
Um den Einfluss veränderter Eicosanoidspiegel im Blut und deren aktivierende Wirkung auf 
Thrombozyten in Hinblick auf eine akute Atherothrombose weiter zu untersuchen wurde die 
Zeit von einer traumatischen Gefäßwandverletzung bis zum vollständigen thrombotischen 
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Gefäßverschluss gemessen. Über den Katheter wurden den Tieren 50 l einer fünfprozentigen 
FITC-Dextranlösung (Fluorescein-Isothiocyanat gelabelte Dextranlösung, MW 150.000, 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) injiziert. Auf die vom Deckglas be-
freite Kammer wurden 30 l einer FeCl3-Lösung (Konzentration 25 mmol/L) an einer vorher 
bestimmten Stelle einer Arterie pipettiert und die Zeit bis zum vollständigen Sistieren des 
Flusses in dieser Arterie gemessen. Die Thrombozyten-Endothel-Interaktion im Gefäßver-
schluss wurde mittels Calcein-gefärbter Thrombozyten im Rückenhautkammermodell in 
„Black Six“-Mäusen weiter untersucht. Ob die Gleichgewichtstheorie der Eicosanoide ursäch-
lich für einen beschleunigten Gefäßverschluss nach traumatischer Gefäßwandverletzung unter 
Cyclooxygenasehemmung ist, wurde durch eine 15-minütige intravenöse Perfusion mit dem 
klinisch verwendeten Prostazyklinanalogon Iloprost in einer Dosierung von 2 ng/kg KG/min 
überprüft. 
2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Die Menge an 6-keto-PGF1 und TxB2, als Abbauprodukte von PgI2 und TxA2, wurde im Se-
rum der Versuchstiere mittels eines kommerziell erhältlichen Immunoassay-Kits (ELISA, As-
say designs, Ann Arbor, USA) gemäß den Herstellerangaben gemessen. Die Blutentnahme 
zur Gewinnung der Seren der Versuchstiere erfolgte mittels Herzpunktion von subxiphoidal 
in Richtung der linken Klavikula unter Palpation des Herzschlages mit der fixierenden Hand. 
In der Spritze war ein Mikroliter Indomethacin (20 mM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München, Deutschland) pro Milliliter Vollblut vorgelegt, um die Tätigkeit der COX der Blut-
zellen zum Zeitpunkt der Blutentnahme zu stoppen. Nach 30 Minuten Gerinnungszeit wurden 
die Proben bei 1000 g (1 g (g= Erdbeschleunigung) = 9,81 m/s2) zwei Minuten abzentrifugiert 
und der Serumüberstand vorsichtig abgenommen. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur 
Durchführung der ELISA-Messungen aufbewahrt. Für die reinen Blutabnahmen erfolgte kei-
ne Rückenhautkammerpräparation und Katheterimplantation um die Tiere möglichst wenig zu 
beanspruchen. Die Applikation aller Substanzen erfolgte hier intraperitoneal. Von einer Blut-
entnahme nach Durchführung der Intravitalmikroskopie wurde abgesehen, da sich hier zu un-
terschiedliche Zeiten ergeben hätten und die Proben durch die injizierten Thrombozyten und 
FITC-Dextran verfälscht worden wären. 
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2.4 Detektion von ß3-Integrin auf humanen mikrovaskulären Endothelzellen 
2.4.1 Zellkultur 
Verwendet wurden humane mikrovaskuläre Endothelzellen (HMEC), die von Ades et al. zur 
Verfügung gestellt wurden75. Sie wurden in HMEC-Kulturmedium (s.o.) in Six-Well-
Kulturschalen bei 37 °C und fünf Prozent CO2 im Inkubator kultiviert. Das Kulturmedium 
wurde alle zwei Tage ausgetauscht und die Zellen bei Konfluenz, nach Waschen mit PBS+ 
und Ablösen mit Trypsin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland), in Kul-
turmedium auf frische Zellkulturplatten eins zu zwei verteilt. 24 Stunden vor Versuchsdurch-
führung wurden die Zellen mit PBS+ gewaschen und ein Milliliter Hungermedium (s.o.) auf-
gebracht. 
2.4.2 Versuchsansätze und FACS-Messungen 
Jeweils drei Schalen wurden mit 10 µg/ml Diclofenac (Diclofenac-ratiopharm® SF, Rati-
opharm GmbH, Ulm, Deutschland) eine Stunde und mit 10 µg/ml Parecoxib (Dynastat®, Fir-
ma Pfizer, Berlin, Deutschland) viereinhalb Stunden inkubiert. Analog wurde mit 5 ng/ml 
TNF (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) vier Stunden allein oder in 
Kombination mit Diclofenac oder Parecoxib in oben genannten Konzentrationen und Inkuba-
tionszeiten behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit PBS− gewaschen und mit 300 µl 
Accutase® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) abgelöst. Die Zellen wur-
den in ein 1,5 Milliliter fassendes Eppendorfgefäß aufgenommen und mit einer Tischzentrifu-
ge abzentrifugiert (2000 U/min, 3 min). Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen in 
100 µl FACSFlow-Puffer resuspendiert. Nun wurden die Zellen mit vier Mikrolitern CD61-
FITC Antikörper (AbD Serotec, Oxford, Großbritannien) 15 Minuten bei Raumtemperatur 
gefärbt, erneut abzentrifugiert und in 600 µl FACSFlow-Puffer resuspendiert. Der Anteil der 
fluoreszenzmarkierten und damit Integrin-tragenden Zellen wurde nun unverzüglich im 
FACScan-Durchflusszytometer gemessen. Die erhobenen Daten wurden mit der Software 
CellQuestTM ausgewertet. Das FACScan-Durchflusszytometer, der FACSFlow-Puffer und die 
Auswertungssoftware CellQuestTM stammten von Becton, Dickinson and Company (Heidel-




Zur Aufzeichnung und Auswertung der intravitalmikroskopischen Filme wurde das Pro-
gramm Simple PCI (Version 5.3.1, Compix Inc. Sewickley, USA) verwendet. Jegliche Gra-
phiken wurden mit Sigma Plot (Version 10.0, Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) 
erstellt. Die Statistiken wurden mit Sigmastat (ebenfalls Systat Software GmbH) berechnet. 
2.6 Statistik 
Zur Beschreibung der nicht normalverteilten, in Histogrammen dargestellten 
Geschwindigkeitsverteilungen wird im Ergebnisteil der Median aller Messungen angegeben. 
Die Verteilung dieser Geschwindigkeiten wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests, mit einer 
post-hoc-Korrektur für multiple Vergleiche nach Dunn, analysiert. Alle anderen Ergebnisse 
werden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben und in den Abbildungen als 
Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Kontinuierliche, normalverteilte Variablen wurden 
mittels des „Student´s t-test“ analysiert, nicht normalverteilte, kontinuierliche Variablen 
mittels des Wilcoxon-Rangsummentests. Vergleiche von kontinuierlichen, normalverteilten 
Variablen mehrerer Gruppen untereinander wurden mittels einseitiger Varianzanalyse 
(ANOVA), gefolgt von einer post-hoc-Korrektur für Mehrfachtestungen nach Dunn 






3.1 Die Wirkung einer Hemmung der COX-2 auf die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion in vivo 
Zunächst wurde untersucht, inwieweit Diclofenac die Thrombozyten-Endothel-Interaktion ei-
ne Stunde nach intraperitonealer Injektion beeinflusst. Hierbei fand sich eine signifikant er-
höhte Interaktion zwischen den injizierten Thrombozyten und der Gefäßwand. Dies zeigt sich 
in Histogrammen der Geschwindigkeitsverteilung durch eine Linksverschiebung hin zu lang-
sameren Geschwindigkeiten verglichen mit den Geschwindigkeitsverteilungen unbehandelter 
Tiere. Die mediane Thrombozyten-Flussgeschwindigkeit betrug in Kontrollexperimenten 
0,901 mm/s (n= 3549 Thrombozyten, 7 verschiedene Tiere, Streuungsbreite: 0,035-
 4,499 mm/s) und unter Diclofenacmedikation 0,652 mm/s (n= 3453 Thrombozyten, 7 ver-
schiedene Tiere, Streuungsbreite: 0,023- 4,368 mm/s). Eine Behandlung mit TNFα verlang-
samte die Thrombozyten auf 0,589 mm/s (n= 3033 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere, 
Streuungsbreite: 0,035- 3,82 mm/s). Eine kombinierte Gabe von Diclofenac und TNFα führte 
zu einer noch weiter verstärkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion, was sich in einer medi-
anen Geschwindigkeitsreduktion auf 0,511 mm/s (n= 3039 Thrombozyten, 6 verschiedene 
Tiere, Streuungsbreite: 0,023- 4,300 mm/s, Abb. 3) äußerte. Viereinhalb Stunden vor den 
intravitalmikroskopischen Aufnahmen intravenös appliziertes Parecoxib führte intravaskulär, 
ähnlich wie Diclofenac, vermehrt zu Thrombozyten-Endothel-Interaktionen. Auch hier kam 
es zu einer Verlangsamung der Thrombozytengeschwindigkeiten. Die mediane Geschwindig-
keit betrug für Parecoxib 0,677 mm/s (n= 3122 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere, Streu-
ungsbreite 0,023- 3,538 mm/s). In der Kombination von Parecoxib mit TNF ergab sich ein 
medianer Wert von 0,563 mm/s (n= 2926 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere, Streuungs-
breite 0,023- 3,594 mm/s). Gegenübergestellt wurden diesen Tieren die oben erwähnten Kon-
troll- und mit TNF behandelten Tiere (mediane Geschwindigkeiten: Kontrolle 0,901 mm/s, 
TNF 0,589 mm/s). (Histogramme der Daten Abb. 5)  
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Abb. 5 Die Interaktion von Thrombozyten mit dem Endothel wird durch TNFα, Diclofenac, Parecoxib 
und einer Kombination aus COX-2-Inhibitoren und TNFα verstärkt 
Diclofenac (1 mg/kg KG) und Parecoxib (1 mg/kg KG) verstärkten die Thrombozyten-Endothel-Interaktion in 
vivo verglichen mit den Kontrolltieren, TNF (0,5 µg/kg KG) hatte einen der Coxibwirkung vergleichbaren 
Effekt. Eine kombinierte Gabe von COX-2-Inhibitoren und TNFα zeigte keine additiven Effekte im Sinne einer 
weiter verstärkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion. 
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Bei den Kontrolltieren interagierten 0,96 ± 0,16 % aller Thrombozyten (n= 3549 Thrombozy-
ten, 36 Gefäße in 7 verschiedenen Tieren) im Sinne eines an der Gefäßwand „Entlangrollens“ 
(im Folgenden als „Roller“ bezeichnet) mit dem Endothel. Nach Applikation von TNF stieg 
dieser Wert signifikant auf 5,3 ± 0,79 % (n= 3033 Thrombozyten, 32 Gefäße in 6 verschiede-
nen Tieren, p= 0,001 vs. Kontrolle). Unter Diclofenacmedikation kam es zu einer Zunahme 
der Roller auf 3,09 ± 0,84 % (n= 3453 Thrombozyten, 34 Gefäße in 7 unterschiedlichen Tie-
ren, p< 0,01 vs. Kontrolle). Die Kombination von TNF und Diclofenac führte zu einem An-
stieg auf 2,62 ± 0,53 % aller Thrombozyten (n= 3039 Thrombozyten, 31 Gefäße in 6 Tieren, 
p< 0,01 vs. Kontrolle). Der Effekt des TNF auf das Rollen der Thrombozyten wurde durch 
Diclofenac vollständig aufgehoben (p< 0,05 vs. TNF, alle Daten Abb. 6). Auch Parecoxib 
führte, mit Rollerzahlen von 6,49 ± 2,29 % aller Thrombozyten zu einem signifikantem An-
stieg rollender Thrombozyten verglichen mit den Kontrolltieren (n= 3122 Thrombozyten, 30 
Gefäße in 6 Tieren, p= 0,001). In der Kombination von Parecoxib und TNF war sowohl ge-
genüber TNF allein, als auch gegenüber den Kontrollen und Parecoxib allein kein signifi-
kanter Unterschied mehr erkennbar (n= 2926 Thrombozyten, 30 Gefäße in 6 verschiedenen 
Tieren). Die Zahl der fest an der Gefäßwand adhärenten Thrombozyten war tendenziell, 
wenngleich auch nicht signifikant, höher unter Diclofenacmedikation im Vergleich zu den 
Kontrolltieren. In den Kontrollen fanden sich 3,0 ± 2,1 fest adhärente Thrombozyten/mm2 
(Analyse von 35 Gefäßen in 7 verschiedenen Tieren). Diclofenac erhöhte diese Zahl auf 
8,8 ± 3,7 fest adhärente Thrombozyten/mm2 (31 Gefäße, 6 Tiere). Eine intraperitoneale Ap-
plikation von TNF, vier Stunden vor den Messungen, hingegen induzierte eine feste Adhä-
renz von 45,7 ± 15,7 Thrombozyten/mm2 (30 Gefäße, 6 Tiere, p< 0,01 vs. Kontrolle). Eine 
zusätzliche Medikation mit Diclofenac verminderte die durch TNF stark erhöhte Adhäsion. 
Diese Reduktion des Effektes von TNFα durch Diclofenac war nicht signifikant im Vergleich 
mit TNFα allein. Im Vergleich mit den Kontrollen war die Zahl fest adhärenter Thrombozyten 
jedoch weiterhin signifikant erhöht. Es ergaben sich Werte von 17,8 ± 7,1 fest adhärente 
Thrombozyten/mm2 (30 Gefäße, 6 Tiere, p< 0,05 vs. Kontrolle, nicht signifikant vs. TNF, 
alle Daten Abb. 7). Parecoxib führte mit 14,1 ± 5,5 Thrombozyten/mm2 zu einer signifikant 
höheren Zahl fest an der Gefäßwand adhärenter Thrombozyten (n= 30 Gefäße in 6 verschie-
denen Tieren, p< 0,05 vs. Kontrolle) verglichen mit den Kontrolltieren. In Kombination mit 
TNF kam es zu einem weiteren wenn auch gegenüber Parecoxib allein nicht signifikanten 
Anstieg auf 25,0 ± 8,9 Thrombozyten/mm2 (n= 29 Gefäße in 6 Tieren, p< 0,05 vs. Kontrolle). 




































Abb. 6 Die Zahl der an der Gefäßwand entlang rollenden Thrombozyten wird durch TNFα, Diclofenac 
und Parecoxib erhöht 
Es fanden sich signifikant mehr an der Gefäßwand entlang rollende Thrombozyten unter Diclofenac- 
(1 mg/kg KG, 34 Gefäße in sieben Tieren) und Parecoxibmedikation (1 mg/kg KG, 30 Gefäße in sechs Tieren) 
und nach Applikation von TNF (0,5 µg/kg KG, 32 Gefäße in sechs Tieren) verglichen mit der Kontrollgruppe 
(36 Gefäße in sechs Tieren). Diclofenac verhinderte den Effekt des TNF und führte zu keiner weiteren Steige-
rung (31 Gefäße in sechs Tieren). Eine Kombination von Parecoxib und TNFα führte nur tendenziell zu erhöhten 
Rollerzahlen (30 Gefäße in sechs Tieren). 



















































Kontrolle TNFα Diclofenac Parecoxib Diclofenac 
+ TNFα 
Parecoxib 
+ TNFα  
Abb. 7 TNFα und Parecoxib verstärken eine feste Thrombozytenadhäsion an die Gefäßwand 
Diclofenac (1 mg/kg KG, 31 Gefäße in sechs Tieren) allein bewirkte im Vergleich zu den Kontrollen (35 Gefäße 
in sieben Tieren) eine leichte, nicht signifikante Erhöhung der Zahl fest adhärenter Thrombozyten. Eine Medika-
tion mit Parecoxib (1 mg/kg KG, 30 Gefäße in sechs Tieren) führte zu signifikant mehr fest an der Gefäßwand 
adhärenten Thrombozyten. Dies war auch nach TNF-Applikation der Fall (0,5 µg/kg KG, 30 Gefäße in sechs 
Tieren). Diclofenac verhinderte den Effekt des TNF (30 Gefäße in sechs Tieren). Der adhäsionsfördernde Ef-
fekt des TNF wurde durch Parecoxib (29 Gefäße in sechs Tieren), wenn auch nicht signifikant gegenüber 
TNF allein, vermindert. Gegenüber den Kontrollen blieb eine signifikante Erhöhung der Adhärenz bestehen. 
Insgesamt war die Zahl fest adhärenter Thrombozyten niedrig. 




Um zu überprüfen, ob die beobachtete Thrombozyten-Endothel-Interaktion unter Diclofe-
nacmedikation auch in anderen Spezies auftritt, wurden die Versuche zusätzlich mit „Black 
Six“-Mäusen durchgeführt. Hier wurde speziell die Thrombozyten-Endothel-Interaktion im 
traumatischen Gefäßverschluss untersucht. Der Median der Geschwindigkeiten lag in diesen 
Versuchen bei den Kontrollen bei 0,913 ± 0,03 mm/s (n= 649 Thrombozyten, 3 verschiedene 
Tiere, Streuungsbreite 0,033- 4,675 mm/s). In der Diclofenacgruppe lagen die Geschwindig-
keiten bei 0,473 ± 0,02 mm/s (n= 421 Thrombozyten, 3 verschiedene Tiere, Streuungsbreite 
0,047- 3,582 mm/s). In diesen Versuchen wurde außerdem, um der Ursache der verstärkten 
Thrombozyten-Endothel-Interaktion unter Diclofenacmedikation weiter auf den Grund zu ge-
hen, nach der einstündigen Inkubationszeit mit Diclofenac das Prostazyklinanalogon Iloprost 
infundiert. Iloprost verhinderte die proadhäsive Wirkung von Diclofenac und führte zu 
Thrombozytengeschwindigkeiten von 1,335 ± 0,063 mm/s (n= 497 Thrombozyten, 3 ver-
schiedene Tiere, Streuungsbreite 0,047- 9,517 mm/s). Dies stellte eine signifikante Verände-
rung hin zu langsameren Geschwindigkeiten in der Diclofenacgruppe verglichen mit den 
Kontrolltieren oder auch verglichen mit der Kombination Diclofenac und Iloprost dar. 
(Histogramme der Daten Abb. 8, Filmausschnitte der Versuche Abb. 9) 
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Abb. 8 Die durch Diclofenac verursachte Verstär-
kung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion 
wurde im Gefäßverschluss durch Iloprost teilweise 
verhindert 
Auch in „Black Six“-Mäusen führte Diclofenac 
(1 mg/kg KG) zu einer signifikanten Linksverschie-
bung der Geschwindigkeiten verglichen mit den 
Kontrolltieren. Eine 15-minütige Perfusion mit dem 
Prostaglandinanalogon Iloprost (2 ng/kg KG/min) 
nach Inkubation mit Diclofenac verminderte den pro-
adhäsiven Effekt des Diclofenac. 
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Abb. 9 Die durch Diclofenac (1 mg/kg KG) verstärkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion (B) nach FeCl3 
(30 µl, 25 mM) induzierter Gefäßwandverletzung kann durch das Prostazyklinanalogon Iloprost 
(2 ng/kg KG/min) (C) verhindert werden (A= Kontrolle). Die Pfeile zeigen beispielhaft Thrombozyten im 
Gefäßbett. In Reihe B ist eine deutliche Verstärkung der Adhäsion von Thrombozyten nach Diclofenac-
applikation zu sehen. (Bildfolge A/C vertikal, B horizontal) 
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Um den Effekt der unterschiedlichen Behandlungen auf die thrombozytenabhängige intraarte-
rielle Thrombusbildung in vivo zu untersuchen, wurde die Zeit bis zum thrombotischen Ge-
fäßverschluss nach exogener Gefäßwandverletzung gemessen. Diclofenac verkürzte signifi-
kant die Gefäßverschlusszeit von 323 ± 31 Sekunden in Kontrolltieren (n= 6) auf 113,1 ± 43,3 
Sekunden (n= 8, p< 0,01). TNFα wiederum verkürzte die Gefäßverschlusszeit im Vergleich 
zu den Kontrollen auf 43,8 ± 18,4 Sekunden (n= 8, p< 0,001). Diclofenac bewirkte in Kombi-
nation mit TNF keine zusätzliche Beschleunigung des thrombotischen Verschlusses, son-
dern hob den Effekt des TNF teilweise auf, was sich in einer Verschlusszeit von 77,6 ± 50,3 
Sekunden (n= 7, p< 0,01 vs. Kontrolle) äußerte. Die Gefäßverschlusszeit war sowohl unter 
Parecoxibmedikation als auch unter der Behandlung mit der Kombination aus TNF und Pa-
recoxib gegenüber den Kontrollen signifikant erniedrigt. Bei den mit Parecoxib behandelten 
Tieren ergaben sich Zeiten von 129,2 ± 43,1 Sekunden (n= 6 verschiedene Tiere, p< 0,01 vs. 
Kontrolle). Die Kombination von Parecoxib und TNF führte zu einer noch weiter verkürzten 
Verschlusszeit von 83,7 ± 23,1 Sekunden (n= 7 unterschiedliche Tiere, p< 0,001). Zwischen 
TNF und Parecoxib oder der Kombination aus TNF und Parecoxib traten keine signifikan-
ten Unterschiede auf (alle Daten Abb. 10). Im Gefäßverschlussversuch in der Maus wirkte ei-
ne Iloprostperfusion nach Diclofenacapplikation, mit einer Gefäßverschlusszeit von 
180,5 ± 69 Sekunden versus Diclofenac allein mit 24 ± 6,4 Sekunden, protektiv (je n= 3 un-
terschiedliche Tiere, p< 0,05). Damit lag es in einem den Kontrollen (185 ± 61,7 Sekunden, 
n= 3) vergleichbaren Bereich. Dies deutet darauf hin, dass die vermehrte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion unter Diclofenacmedikation durch eine verminderte Prostazyklinfreiset-






























Abb. 10 Beschleunigung eines Gefäßverschlusses durch TNF, Diclofenac, Parecoxib und der 
Kombination aus COX-2-Inhibitoren und TNF im Hamster 
Auf eine Verletzung der Gefäßwand hin zeigte sich in Anwesenheit von Diclofenac (1 mg/kg KG, n= 8), TNF 
(0,5 µg/kg KG, n= 7) und der Kombination aus TNF und Diclofenac (n= 6) ein signifikant verkürzter Gefäß-
verschluss gegenüber den Kontrolltieren (n= 6). Auch Parecoxib (1 mg/kg KG, n= 6) und eine Kombination aus 
TNF und Parecoxib (n= 7) führten zu signifikant verkürzten Gefäßverschlusszeiten. TNF verstärkte die 
prothrombogene Wirkung der alleinigen Parecoxibmedikation tendenziell. Signifikant vs. Kontrolle: ** p< 0,01 
Rechts oben in horizontaler Richtung beispielhafte Abbildungen aus in vivo Versuchen in der Rückenhautkam-






























Abb. 11 Die Gefäßverschlusszeit war unter Diclofenacmedikation (1 mg/kg KG, n= 3) gegenüber den 
Kontrollen (n= 3) in „Black Six“-Mäusen signifikant vermindert. Iloprost (2 ng/kg KG über 15 min, n= 3) 
verhinderte diesen Effekt 
Diclofenac vs. Kontrolle: * p< 0,05; Diclofenac vs. Diclofenac+ Iloprost: # p< 0,05 
29 
 
3.2 Messung der Metabolite von Prostazyklin und Thromboxan A2 
Da sich unter einer Medikation mit Diclofenac oder Parecoxib und nach Applikation von 
TNFα in vivo eine deutlich erhöhte Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine verkürzte 
Gefäßverschlusszeit gezeigt hatte, wurden, um die Gleichgewichtstheorie der Prostanoide als 
Ursache einer erhöhten Atherothrombosegefährdung zu überprüfen, die 6-keto-PgF1α- (als 
Abbauprodukt von PgI2) und TxB2-Spiegel (als Abbauprodukt von TxA2) im Serum behan-
delter Tiere bestimmt. Obwohl systemisch appliziertes Diclofenac die Menge an zirkulieren-
dem 6-keto-PGF1 deutlich von 1779 ± 586 pg/ml (Kontrolle, n= 5) auf 471 ± 147 pg/ml 
(Diclofenac, n= 5, p= 0,062 vs. Kontrolle) verminderte, veränderten sich die Spiegel von 
TxB2 nicht. Die Menge an TxB2 betrug 308 ± 149 pg/ml in den Kontrolltieren (n= 5) und 
309 ± 83 pg/ml in mit Diclofenac behandelten Tieren (n= 5, n.s.). TNF hingegen erhöhte die 
Menge an 6-keto-PGF1 leicht auf 2117 ± 745 pg/ml (n= 6). TxB2 stieg unter dem Einfluss 
von TNF ebenfalls nur leicht auf 327 ± 138 pg/ml (n= 6). Die zusätzliche Behandlung der 
Tiere die TNFα bekommen hatten mit Diclofenac bewirkte eine Verminderung des TNF be-
dingten 6-keto-PGF1-Anstieges auf 415 ± 87 pg/ml (n= 6). Die Menge an TxB2 veränderte 
sich auch in der Kombination von TNF mit Diclofenac gegenüber den Kontrollen kaum 
(278 ± 49 pg/ml, n= 6, alle Daten Abb. 12). Intraperitoneal appliziertes Parecoxib veränderte 
den Spiegel von 6-keto-PgF1 mit 1872 ± 417 pg/ml (n= 9) sowohl gegenüber den Kontrollen 
(1779 ± 586 pg/ml, n= 5) wie auch gegenüber den mit TNF behandelten Tieren 
(2117 ± 745 pg/ml, n= 6) nicht. Eine Verminderung des TNF-induzierten Effektes bezüglich 
6-keto-PgF1 war in den mit TNF und Parecoxib behandelten Tieren tendenziell erkennbar 
(TNF: 2117 ± 745 pg/ml, n= 6; TNF mit Parecoxib: 829 ± 357 pg/ml, n= 5, n.s.). Die 
TxB2-Spiegel waren dagegen in den mit Parecoxib behandelten Tieren mit 1163 ± 357 pg/ml 
(n= 10 verschiedene Tiere, p< 0,05 vs. Kontrolle) signifikant gegenüber den Kontrolltieren 
mit 308 ± 149 pg/ml (n= 5) erhöht. Hinsichtlich TxB2 ergab Parecoxib in Kombination mit 
TNF (968 ± 544 pg/ml, n= 5) sowohl gegenüber den Kontrollen wie auch gegenüber den 
Tieren nach alleiniger TNF-Applikation (327 ± 138 pg/ml) keine signifikanten Unterschiede 
(alle Daten Abb. 13). Ähnliche Effekte fanden sich im Serum behandelter Mäuse (Daten wer-













Abb. 12 Serumspiegel von Prostazyklin- und Thromboxanmetaboliten unter Diclofenactherapie 
A Mit Diclofenac behandelte Tiere (1 mg/kg KG, n= 5) zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren (n= 5) ver-
minderte Serumspiegel des PgI2-Metaboliten 6-keto-PgF1 (p= 0,062). Der Anstieg von 6-keto-PgF1 in Anwe-
senheit von TNF (0,5 µg/kg KG, n= 6) wurde durch Diclofenac verhindert (n= 6). Es zeigte sich ein signifikan-
ter Unterschied gegenüber TNF allein und den Kontrolltieren. 
B Die Spiegel des TxA2-Metaboliten TxB2 unter den verschiedenen Behandlungen zeigten keinen Unterschied 
zu den Kontrollen. 





p=  0,062 




































  * 






Abb. 13 Paradoxe Wirkung von Parecoxib auf die Prostanoidspiegel nach intraperitonealer Applikation 
A Parecoxib (1 mg/kg KG, n= 9) beeinflusste die Menge an 6-keto-PgF1 im Serum der Versuchstiere im Ver-
gleich zu TNF (0,5 µg/kg KG, n= 6) und den Kontrollen (n= 5) nicht. Lediglich in der Kombination mit TNF 
(n= 5) zeigte sich eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante, Reduktion gegenüber den Werten unter allei-
niger TNF-Applikation. 
B Der TxA2-Metabolit TxB2 war im Vergleich mit den Kontrollen (n= 5) unter Parecoxibmedikation 
(1 mg/kg KG, n= 10) signifikant erhöht. In der Kombination von Parecoxib mit TNF (0,5 µg/kg KG, n= 5) er-
gab sich eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Erhöhung der TxB2-Werte.  





Um schließlich herauszufinden wie sich die Veränderungen der Eicosanoidmetabolite auf die 
Thrombusbildung auswirken könnten, wurde das Verhältnis der Substanzen parallel in den 
untersuchten Proben bestimmt und als Quotient ausgedrückt. Während der Quotient von TxB2 
zu 6-keto-PGF1α in den Kontrolltieren einen Wert von 0,14 ± 0,02 (n= 4) ergab, war dieser in 
mit Diclofenac behandelten Tieren auf 1,28 ± 0,57 (n= 5, p< 0,05 vs. Kontrolle) erhöht. Unter 
Stimulation mit TNF fand sich mit einem Quotienten von 0,17 ± 0,04 kein signifikanter Un-
terschied gegenüber den Kontrollen. In Kombination mit Diclofenac hingegen erhöhte sich 
der Quotient signifikant auf 0,85 ± 0,19 (p< 0,05 vs. Kontrolle, n= 6). Parecoxib allein er-
brachte mit 1,22 ± 0,73 (n= 9) eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Erhöhung der 
Werte gegenüber den Kontrolltieren. Eine Behandlung mit TNF und Parecoxib (Quotient: 
1,78 ± 0,79; n= 5) ergab eine ebenfalls tendenzielle Steigerung gegenüber den Kontrollen 
(0,14 ± 0,02; n= 4). Die Kombination von Parecoxib mit TNF und Diclofenac mit TNF 
war gegenüber TNF allein (0,17 ± 0,04; n= 6) signifikant erhöht (p< 0,05 vs. TNF, alle 




























Abb. 14 Einfluss von TNFα, Diclofenac und Parecoxi auf das Verhältnis von TxB2/6-keto-PgF1 in vivo 
d 
b 
Die Spiegel der Eicosanoidmetabolite TxB2 und 6-keto-PgF1 wurden im Serum der Versuchstiere bestimmt un
pro Tier zueinander ins Verhältnis gesetzt. Dieses Verhältnis war unter alleiniger Diclofenactherapie 
(1 mg/kg KG, n= 5) und in der Kombination von Diclofenac und TNF (n= 6) gegenüber den Kontrollen (n= 4) 
signifikant erhöht. TNF allein (0,5 µg/kg KG, n= 6) verursachte keine Veränderung des Verhältnisses im Ver-
gleich zu den Kontrollen. Das Verhältnis von TxB2 zu 6-keto-PgF1 war unter Parecoxibmedikation 
(1 mg/kg KG, n= 9) tendenziell gegenüber den Kontrollen erhöht. In der Kombination von Parecoxib mit TNF 
(n= 5) stieg dieses weiter auf ein gegenüber TNF signifikantes Niveau. Auch die Kombination von Diclofenac 
und TNF bewirkte eine gegenüber TNF signifikante Erhöhung des Verhältnisses. 
Signifikant vs. Kontrolle: * p< 0,05; vs. TNF: # p< 0,05 
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3.3 TNFα erhöht die endotheliale CD61-Expression 
Um den verschiedenen Mechanismen die zu einer Thrombusbildung in unserem in vivo Mo-
dell beitragen weiter auf den Grund zu gehen, untersuchten wir die Expression der endothelia-
len Adhäsionsrezeptoruntereinheit 3-Integrin (CD61) auf humanen mikrovaskulären Endo-
thelzellen (HMEC) in vitro nach Applikation der Studiensubstanzen. Während Diclofenac al-
lein die CD61-Expression auf HMEC gegenüber der unbehandelten Kontrolle nicht hochregu-
lierte (Kontrolle: 21,6 ± 1,3 relative Fluoreszenzeinheiten (RFU), n= 9; Diclofenac: 18,7 ± 1,3 
RFU, n= 9, n.s.), erhöhte TNF die Expression signifikant (31,2 ± 1,6 RFU, n= 9, p< 0,001 
vs. Kontrolle). Diese Steigerung der endothelialen CD61-Expression unter TNF-Stimulation 
wurde bei gleichzeitiger Gabe von Diclofenac nicht erreicht (27,6 ± 1,7 RFU, n= 9). Mit Pa-
recoxib behandelte HMEC zeigten mit 18,2 ± 1,2 RFU (n= 9, p= 0,072), wie die mit Diclofe-
nac behandelten Zellen, eine verringerte Expression von CD61 gegenüber den Kontrollen. In 
der Kombination mit TNF schwächte Parecoxib die Expression von CD61 signifikant ge-
genüber der alleinigen Behandlung mit TNF ab (n= 9, p< 0,05). Gegenüber den Kontrollen 
allerdings war die Expression von CD61 auch nach kombinierter Inkubation mit TNF und 



























Diclofenac (10 µg/ml Medium) allein beeinflusste die Expression der endothelialen Adhäsionsrezeptorunter-
einheit CD61 auf HMEC nicht signifikant. TNF (5 ng/ml Medium) hingegen führte zu einer signifikanten 
Mehrexpression, die bei Kombination von TNF mit Diclofenac nur tendenziell vermindert war (n= 9 pro Ver-
suchsansatz). Nach Inkubation mit Parecoxib (10 µg/ml Medium) zeigte sich eine deutliche Minderexpression 
von CD61 (p= 0,072). Die durch TNF signifikant erhöhte Expression wurde durch Parecoxib zwar nicht ver-
hindert, aber dennoch signifikant vermindert (je n= 9).  




4.1 Der Einfluss einer Cyclooxygenasehemmung auf die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und eine arterioläre Thrombusbildung in gesunden Gefäßen im 
Tierversuch 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zunächst die Auswirkung einer COX-2-Hemmung auf 
die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine darauf folgende Thrombusbildung in ge-
sunden Arteriolen zu untersuchen. In klinischen Studien war bereits ein erhöhtes kardiovasku-
läres Risiko für die spezifischen COX-2-Hemmer Rofecoxib7,8, Celecoxib76 und Valdecoxib56 
beschrieben worden. Zu diesen Daten kamen in den letzten Jahren Ergebnisse eines erhöhten 
kardiovaskulären Risikos unter einer Therapie mit NSAR. So wies die mit Ibuprofen behan-
delte Gruppe im Rahmen des „Therapeutic Arthritis Research and Gastrointestinal Event Tri-
al“ (TARGET), einer Studie an 18.325 Patienten mit Ostheoarthritis, ein erhöhtes Risiko ei-
nes thrombotischen Ereignisses verglichen mit Lumiracoxib auf77. Diclofenac zeigte in der 
MEDAL-Studie 2006 ein mit Etoricoxib vergleichbares kardiovaskuläres Risiko9. Die Frage 
war nun, ob und wenn ja, über welchen Mechanismus eine vermehrte Thrombozytenaktivität 
und damit ein erhöhtes Atherothromboserisiko entsteht. Dieser Frage war schon im Vorfeld in 
unserer eigenen Arbeitsgruppe anhand des selektiven COX-2-Hemmers NS-398 auf den 
Grund gegangen worden. So konnte im in vivo Versuch an Hamsterarteriolen eine vermehrte 
Thrombozyten-Endothel-Interaktion nach intraperitonealer Applikation von NS-398 gezeigt 
werden12. Auch zeigte sich gegenüber den Kontrollen eine deutlich beschleunigte Gefäßver-
schlusszeit auf die Gabe von NS-398 hin. Es stellte sich nun die Frage ob auch andere COX-
2-Hemmer, im Sinne eines Klasseneffektes, eine ähnliche Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und damit ein erhöhtes Atherothromboserisiko zeigen und ob dies auch unter einer 
Medikation mit NSAR der Fall sein könnte. Wir wählten aus der Gruppe der COX-2-Hemmer 
Parecoxib und aus der Gruppe der NSAR Diclofenac aus und untersuchten deren Einfluss auf 
die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und Gefäßverschlusszeit in vivo in den Arteriolen der 
Rückenhaut gesunder Hamster. Hierbei konnten wir zeigen, dass sowohl Parecoxib als auch 
Diclofenac prothrombotische Verhältnisse schaffen können. Beide Arzneistoffe verursachten 
eine signifikant verstärkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion, ein signifikant verstärktes 
Rollen von Thrombozyten an der Gefäßwand sowie eine signifikant verkürzte Gefäßver-
schlusszeit. Unter einer Parecoxibmedikation zeigte sich ein signifikant verstärktes Haften 
von Thrombozyten an der Gefäßwand, welches unter Diclofenactherapie ebenfalls, wenn auch 
nur tendenziell, verstärkt war. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen Borgdorff et al. 2006. In 
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einem Rattenmodell zeigten sie eine unter Parecoxibmedikation verstärkte Thrombozytenag-
gregation in einer Stenose eines arteriellen Bypasses78. Allerdings war hier eine im Vergleich 
zu unseren Versuchen 20fach höhere Parecoxibdosis verwendet worden. Bisher gibt es nur 
wenige experimentelle Daten, die die Wirkung einer COX-Hemmung mittels Diclofenac auf 
Thrombozyten und deren Aktivierung in vivo untersuchen. Meist werden Thrombozyten in 
vitro untersucht. So fanden Galliard-Grigioni et al. 2008 nach einer Inkubation mit Diclofenac 
in einer Konzentration von 0,04 µg pro Milliliter eine ähnlich beeinträchtigte Thrombozyten-
funktion im Thrombozytenfunktionstest PFA-100 wie nach einer Inkubation mit 0,5 µg pro 
Milliliter Aspirin79. In dieser Untersuchung wurde eine deutlich geringere Menge Diclofenac 
eingesetzt als klinisch üblich. Damit könnte ein ähnlicher Effekt wie unter einer Therapie mit 
niedrig dosiertem Aspirin eintreten. Es würde sich um eine Dosis handeln, die zwar einen an-
tiaggregatorischen Effekt über eine Hemmung der COX-1 hat, in dieser Dosierung allerdings 
noch nicht ausreicht um über eine Hemmung der COX-2 eine zufriedenstellende Analgesie zu 
erreichen. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen Blaicher et al. schon 2004, als sie an 44 Frei-
willigen die Wirkung einer Dosis von 75 mg Diclofenac auf den PFA-100 untersuchten. Auch 
hier trat eine verlängerte Aggregationszeit drei Stunden nach Diclofenaceinnahme auf. Diese 
normalisierte sich innerhalb von 12 Stunden80. In vitro Untersuchungen spiegeln allerdings in 
keinster Weise das komplexe Zusammenspiel verschiedener Faktoren im Gefäßsystem wie-
der, sondern untersuchen isoliert einzelne Mechanismen. Die Thrombozytenfunktion ist nur 
ein Bestandteil der Thrombogenese. Hinzu kommen Einflüsse durch volatile Substanzen wie 
Eicosanoide oder NO oder Wechselwirkungen zwischen dem Endothel und zellulären Blutbe-
standteilen mit der Expression von Oberflächenrezeptoren. Diese werden besonders unter ent-
zündlichen Bedingungen und im Falle einer Gefäßwandverletzung vermehrt freigesetzt, be-
ziehungsweise exprimiert. 
4.1.1 Die Rolle der COX-2-Spezifität der Cyclooxygenasehemmstoffe 
Cyclooxygenasehemmstoffe bewirken als erwünschte Effekte eine Reduktion von Entzün-
dung und Schmerzempfinden. Dies erfolgt vornehmlich über eine Hemmung der COX-2. 
Auch ihr Einfluss auf Thrombozyten im Sinne einer Hemmung der thrombozytären COX-1 
ist im Falle der Acetylsalicylsäure erwünscht. Um unerwünschte Nebenwirkungen wie eine 
Beeinträchtigung der gastrointestinalen Prostanoidsynthese und damit ein vermehrtes Auftre-
ten von gastrointestinalen Ulcera und Blutungen durch eine Hemmung der COX-1 zu vermei-
den, wurden spezifische Hemmstoffe der COX-2 entwickelt. Infolge dieser Entwicklung kam 
es in klinischen Studien zu einer erhöhten Rate kardiovaskulärer Ereignisse. Eine Erklärung 
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dieser Beobachtungen liefert die „Prostanoid-Imbalance-Hypothese“, die eine Beeinträchti-
gung des Gleichgewichtes zwischen dem die Thrombozytenaktivität hemmenden PgI2 und 
dem thrombozytenaktivierenden TxA2 postuliert. In der Vergangenheit wurde streng zwi-
schen NSAR und Coxiben unterschieden. Hierbei galten die NSAR als bezüglich der COX-1 
und -2 nicht selektiv, die Coxibe als gegenüber der COX-2 selektiv. Wie einige Untersuchun-
gen gezeigt haben ist diese Aufteilung nicht zutreffend. So zeigt beispielweise Diclofenac in 
vitro in einer Dosierung von 150- 200 mg/die, womit es im Konzentrationsbereich einer 
50%igen Hemmkonzentration liegt, eine 29fach stärkere Hemmung der COX-2 als der COX-
1 und damit die gleiche Selektivität gegenüber den beiden Cyclooxygenasen wie der „spezifi-
sche“ COX-2-Hemmer Celecoxib59. Die spezifische Selektivität der Cyclooxygenasehemmer 
ist allerdings in der Literatur deutlich unterschiedlich beschrieben81. Diese Unterschiede be-
ruhen hauptsächlich auf verschiedenen Analysemethoden in vitro wie der Verwendung aufge-
reinigter oder mikrosomal rekombinanter Enzyme, homogenisierter oder intakter Zellen60. 
Andere die Wirkung der Pharmaka beeinflussende Bedingungen, wie die Proteinbindung82 
oder die spezifische Pharmakokinetik des jeweiligen Arzneistoffes, werden oft nicht berück-
sichtigt60. 
4.1.2 Bewertung der „Prostanoid-Imbalance-Hypothese“ 
Unsere Ergebnisse wiesen darauf hin, dass eine Veränderung des Gleichgewichtes zwischen 
aktivierenden und hemmenden Prostanoiden, wie TxA2 und PgI2, eine vermehrte Thrombozy-
tenaktivierung und folgend darauf eine verstärkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion bewir-
ken kann. Allerdings sprechen zahlreiche Literaturbefunde und pathophysiologische Zusam-
menhänge gegen die möglicherweise vereinfachende „Gleichgewichtstheorie“ der Prostanoi-
de. So hängt beispielsweise das Endprodukt der Cyclooxygenasen stark von der jeweiligen 
Koppelung an die verschiedenen Prostanoidsynthetasen ab, die in bestimmten Situationen, so 
auch unter inflammatorischen Bedingungen verändert werden kann42. Wie eingangs bereits 
beschrieben ist die Koppelung der TxS an die jeweilige COX-Isoform von der Menge des 
Angebotes an Arachidonsäure abhängig. Ist das Substratangebot niedrig erfolgt die Koppe-
lung bevorzugt an die COX-2, bei höheren Substratmengen an die COX-141. Eine Infektion, 
Entzündung oder auch ein Trauma aktivieren die Phospholipase A2, die wiederum Arachidon-
säure aus Zellmembranen freisetzt83. Somit steht unter diesen Bedingungen vermehrt Arachi-
donsäure zur Bildung von TxA2 durch die COX-1 zur Verfügung. Es ist außerdem bekannt, 
dass nicht nur die COX-2 sondern auch die COX-1 über eine Koppelung an die PgIS PgI2 
synthetisieren kann. Die PgIS gekoppelt an die COX-2 benötigt allerdings zur Synthese von 
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PgI2 deutlich geringere Arachidonsäurekonzentrationen als die PgIS gekoppelt an die COX-1. 
Auch befinden sich PgIS und COX-2 in engerer Nachbarschaft als PgIS und COX-1 und die 
Konversionsreaktion zur Bildung von PgI2 läuft bei der COX-2 sehr viel schneller ab84. Daher 
ist es nicht verwunderlich, dass im Gefäßsystem die COX-2 das bezüglich der Synthese von 
PgI2 dominante Enzym ist. Eine vermehrte Expression der COX-2 wurde besonders auch in 
atherosklerotischen Läsionen des Gefäßendothels gefunden49,85. Interessanterweise wurde in 
diesen Untersuchungen in nicht von Atherosklerose betroffenen Gefäßen keine Expression 
der COX-2 gefunden, dagegen aber eine Expression der COX-1. In atherosklerotischen Pla-
ques hingegen waren beide COX-Isoformen vertreten. Unter entzündlichen Bedingungen wird 
durch Hypoxie und Entzündungsmediatoren sowohl die Expression der COX-2 als auch der 
PgIS hochreguliert und damit vermehrt vasodilatierendes und antithrombozytäres PgI2 gebil-
det86. Hierdurch wird ein Gegengewicht zu einer unter entzündlichen Bedingungen oder im 
Rahmen einer Gefäßwandverletzung vermehrten Synthese prothrombogenen TxA2s geschaf-
fen. Wir haben versucht zu ergründen, inwieweit ein durch eine Cyclooxygenasehemmung 
verursachtes Ungleichgewicht von TxA2 und PgI2 an einer intraarteriellen Thrombusbildung 
beteiligt ist. Nach Injektion von Diclofenac und einstündiger Inkubation wurde im Gefäßver-
schlussversuch nach traumatischer Gefäßwandverletzung eine signifikant verkürzte Gefäßver-
schlusszeit beobachtet. Um heraus zu finden ob ein Kippen des Prostanoidgleichgewichtes 
durch eine Abnahme von PgI2 zu Gunsten des prothrombogenen TxA2 ursächlich für diese 
Beobachtungen ist, wurde versucht diese verkürzte Gefäßverschlusszeit durch ein Ersetzen 
des, durch Diclofenac induziert, vermindert gebildeten PgI2 zu verhindern. Hierzu wurde den 
Tieren nach einer Inkubationszeit von einer Stunde nach intraperitonealer Injektion von Dic-
lofenac über 15 Minuten das Prostazyklinanalogon Iloprost über einen Katheter in der Vena 
jugularis verabreicht. Diese Therapie führte zu einer den Kontrollen ähnlichen Gefäßver-
schlusszeit. Erwartungsgemäß reduzierte Diclofenac den Spiegel des PgI2 im Blut der Ver-
suchstiere. In der hier gewählten Dosis, die einer Tagesdosis von 75mg Diclofenac beim 
Menschen entspricht, hatte es allerdings keinen Einfluss auf intravasale TxA2-Spiegel. Somit 
änderte sich das Verhältnis von PgI2 und TxA2 zugunsten des prothrombogenen TxA2. Hier-
mit untermauern unsere Ergebnisse die Gleichgewichtstheorie der Prostanoidspiegel als 
Schlüsselpunkt der Coxib-induzierten Atherothrombosegefährdung. 
Unsere Parecoxibdaten zeigten ein signifikant verstärktes Rollen und Haften von Thrombozy-
ten an der Gefäßwand sowie verkürzte Gefäßverschlusszeiten unter einer Parecoxib-
medikation. Messungen der Prostanoidspiegel zeigten jedoch keine Verminderung des intra-
vasalen PgI2, dagegen aber eine Erhöhung von TxA2. Dies verwundert in Anbetracht der An-
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nahme, dass Parecoxib spezifisch die COX-2 hemmen müsste, die ja im Gefäßsystem vor-
nehmlich für die PgI2-Produktion verantwortlich ist. In einer klinischen Studie von Graff et al. 
wurde bereits ein ähnlicher Effekt beschrieben. Hier zeigte sich eine Erhöhung der Thrombo-
xanspiegel im Blut gesunder Probanden sechs Stunden nach einer Applikation von Parecoxib 
verglichen mit den Ausgangswerten87. Araujo et al. postulierten ebenfalls eine Induktion der 
TxA2-Generation und zusätzlich eine Hemmung der renalen NO-Synthetase in den Nierentu-
buli durch Parecoxib88. Dieser Effekt könnte auch im Gefäßsystem eine Rolle spielen. Borg-
dorff et. al. wiederum konnten im oben erwähnten Modell einer Stenose eines arteriellen By-
passes im Rattenmodell eine signifikante Abnahme des PgI2-Metaboliten 6-keto-PgF1α unter 
einer Medikation mit Parcoxib nachweisen. Allerdings wurde in diesen Versuchen mit 20 mg 
Parecoxib pro Kilogramm Körpergewicht eine 20fach höhere Dosis verwendet als in den vor-
liegenden Versuchen78. Eine von der Dosis abhängige Wirkungszunahme und damit eine Zu-
nahme des kardiovaskulären Risikos wurde für einige Coxibe und NSAR beschrieben89-92. In-
teressanterweise gibt es bisher keine Untersuchungen einer Dosis-Wirkungsbeziehung von 
Parecoxib oder seinem Metaboliten Valdecoxib. Es ist aber anzunehmen, dass auch hier eine 
Wirkungsverstärkung mit ansteigender Dosis vorliegt. Eventuell war in dieser Arbeit die Pa-
recoxibdosis zu gering um eine signifikante Abnahme des 6-keto-PgF1α im Serum der behan-
delten Tiere zu erreichen, reichte aber dennoch aus um das Gleichgewicht zwischen TxA2 und 
PgI2 zu Gunsten des TxA2 zu verändern.  
4.1.3 Diclofenac – Vergleich mit klinischen Daten 
Unsere Beobachtung einer verstärkten Thrombozytenaktivierung in gesunden Gefäßen im 
Tierversuch könnte eine Erklärung für die klinisch beobachteten erhöhten Raten atherothrom-
botischer Ereignisse unter einer Therapie mit Diclofenac sowie verwandten NSAR sein. Oft 
werden in klinischen Studien, meist retrospektiven Kohortenstudien, schon vorerkrankte Po-
pulationen untersucht. Diese bringen beispielsweise in Form einer systemischen Entzündung, 
wie sie im Rahmen einer Osteoarthritis oder rheumatoiden Arthritis auftritt9,10, oder durch 
myokardiale Ereignisse, wie einen stattgehabten Myokardinfarkt91,93 oder eine Herzinsuffi-
zienz89, schon Risikofaktoren für weitere myokardiale Ereignisse mit. Unsere Daten weisen 
darauf hin, dass auch im gesunden Gefäßsystem ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko durch 
den Gebrauch von Diclofenac entstehen könnte. Fosbøl et al. untersuchten im Zeitraum erster 
Januar 1997 bis 31ster Dezember 2005 eine gesunde Kohorte der dänischen Bevölkerung be-
züglich der Einnahme von NSAR und damit verbundener kardiovaskulärer Ereignisse. In der 
hier durchgeführten Case-Crossover-Analyse zeigte sich eine signifikante Risikoerhöhung un-
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ter Diclofenactherapie bezüglich kardiovaskulär bedingtem Tod im Allgemeinen, nicht tödli-
chem und tödlichem Herzinfarkt, sowie tödlichem und nicht tödlichem Schlaganfall. Dieses 
Risiko war besonders hoch, wenn eine Dosis von über 100 mg Diclofenac per die überschrit-
ten wurde94,95. Wir verwendeten eine Diclofenacdosis, die etwa einer täglichen Dosis von 
75 mg entspricht. Schon unter dieser Dosierung konnten wir eine vermehrte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion sowie eine verstärkte Thromboseneigung an Stellen verletzten Gefäßen-
dothels feststellen. Da es bei längerer Einnahme von evtl. höheren Dosen Diclofenac zu einer 
weitreichenden COX-2-Hemmung kommen kann und damit die antithrombozytäre PgI2-
Bildung empfindlich gestört ist, ist es nicht verwunderlich, dass in klinischen Studien mit 
steigender Dosis auch die Raten fataler Nebenwirkungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall 
steigen. Besonders eine ältere Patientenklientel hat häufig einige Vorerkrankungen wie bei-
spielsweise eine koronare Herzkrankheit oder auch eine Herzinsuffizienz. Im Falle rheumati-
scher Erkrankungen, die eine Form systemischer Entzündung darstellen, kommt zu einer kar-
dialen Vorerkrankung häufig eine Medikation mit spezifischen COX-Hemmstoffen oder 
NSAR hinzu. Ob eine systemische, oder im Falle der Atherosklerose, lokale Entzündungsre-
aktion einen zusätzlichen Risikofaktor für kardiovaskuläre Ereignisse darstellt, wird weiter 
unten behandelt werden. Schjerning Olsen et al. untersuchten, ebenfalls an einer Kohorte der 
dänischen Bevölkerung, 2011 das Risiko in Verbindung mit der Einnahmedauer von NSAR 
nach einem überlebten Myokardinfarkt zu versterben oder einen erneuten Myokardinfarkt zu 
erleiden93. Hier zeigte sich bezüglich Diclofenac schon in der initialen Einnahmephase von 
Tag Null bis Sieben eine Hazard Ratio von 3,52 zu versterben und eine Hazard Ratio von 
3,26 zu versterben oder einen Myokardinfarkt zu erleiden. Dies steht in Konkordanz mit unse-
ren Beobachtungen, in denen schon eine einmalige Applikation von Diclofenac ausreichend 
war um das Atherothromboserisiko signifikant zu steigern. 
(Die Tabellen 1- 3 geben eine Übersicht über die bisherigen Studien zu Diclofenac und dessen 
Wirkung im Gefäßsystem) 
4.1.4 Parecoxib – Vergleich mit klinischen Daten 
Obwohl Parecoxib in den in vivo Versuchen dieser Arbeit eine ähnliche Interaktion von 
Thrombozyten mit der Gefäßwand hervorrief wie Diclofenac, gibt es hinsichtlich der kardio-
vaskulären Gefährdung unter Parecoxibmedikation unterschiedliche klinische Daten. In einer 
retrospektiven Analyse von 17 Studien zu einer perioperativen Parecoxibmedikation und von 
15 Studien zu einer Valdecoxibmedikation bei nicht am Herzen operierten Patienten ergab 
sich im Gegensatz zu den beiden Valdecoxib/Parecoxib-Studien zum postoperativen 
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Schmerzmanagement nach koronarer Bypassoperation (CABG)56,57 kein erhöhtes Risiko kar-
diovaskulärer Ereignisse im Vergleich mit der Placebogruppe96. Einige Cyclooxygenase-
hemmer scheinen klinisch ähnliche Wirkungen hervorzurufen. Der oft in Frage gestellte Klas-
seneffekt bezüglich einer Atherothrombosegefährdung oder anderer (Neben-) Wirkungen 
wird durch die von uns bezüglich Parecoxib im Tierversuch erhobenen Daten unterstützt. Wie 
unter einer Medikation mit Diclofenac sahen wir ein vermehrtes Rollen und Haften der 
Thrombozyten an der Gefäßwand, eine signifikant verkürzte Gefäßverschlusszeit, sowie ein 
Kippen des Prostanoidgleichgewichtes zu Gunsten des prothrombogenen TxA2. Wir sahen auf 
eine Parecoxibmedikation hin keine Abnahme der PgI2-Spiegel, jedoch eine signifikante Zu-
nahme des TxA2 im Serum der Versuchstiere. Dies ist in klinischen Studien ebenfalls schon 
beobachtet worden87,88. In diesem Fall ist das beobachtete Kippen des Prostanoidgleichge-
wichtes zu Gunsten des TxA2 also nicht durch eine Abnahme des PgI2-Spiegels bedingt, son-
dern durch eine Zunahme des TxA2. Klinisch hat das den gleichen Effekt und somit kann von 
einem Klasseneffekt gesprochen werden. Eine Unterscheidung der Wirkmechanismen ist je-
doch auch zur Risikoevaluation notwendig und bedarf weiterer Forschung. 
(Tabelle 4 gibt eine Übersicht über die bisherigen Studien zu Parecoxib und dessen Wirkung 
im Gefäßsystem) 
4.1.5 Vergleich mit anderen NSAR und ASS  
Auch andere NSAR wie beispielsweise Ibuprofen oder Indomethacin zeigten in klinischen 
Studien erhöhte Raten kardiovaskulärer Ereignisse93,97. So traten in der Case-Crossover-
Analyse der oben erwähnten Studie von Fosbøl et al. unter einer Medikation mit Ibuprofen 
signifikant mehr Herzinfarkte und Fälle durch koronare Ischämie bedingten Todes und in ho-
hen Dosierungen auch vermehrt Fälle eines Schlaganfalles auf94. Interessanterweise war die 
kardiovaskulär bedingte Gesamtmortalität nicht erhöht. Auch andere Studien zeigten ein er-
höhtes kardiovaskuläres Risiko unter Ibuprofentherapie89,91,97,98. Zum kardiovaskulären Risi-
ko anderer NSAR gibt es unterschiedliche Daten. So zeigten Roumie et al. in einer retrospek-
tiven Kohortenstudie, die 610.001 Antragsteller des „Tennessee Medicaid“ über einen Zeit-
raum von 1999 bis 2005 einschloss, zwar kein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko durch eine 
Einnahme von Ibuprofen (und auch Diclofenac) bei einer kardial nicht vorerkrankten Popula-
tion, dafür aber ein erhöhtes Risiko durch die Einnahme von Indomethacin99. Van Staa et al. 
fanden in einer retrospektiven Kohortenstudie, die 1.172.341 Personen der „General practice 
research database“ Großbritanniens über einen Zeitraum von 1987 bis 2006 untersuchte, un-
ter einer Medikation mit Indomethacin ebenfalls ein erhöhtes kumulatives Risiko einen Myo-
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kardinfarkt zu erleiden. Hier war auch ein erhöhtes kumulatives Risiko unter einer Medika-
tion mit Diclofenac beobachtet worden90. Für Naproxen gibt es nur wenig Evidenz einer 
eventuellen kardiovaskulären Gefährdung89. Die Mehrzahl der Studien zeigt kein erhöhtes 
Risiko bezüglich Naproxen90,95,97,99-101. Ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse 
besteht meist bei Einnahme hoher Dosen der jeweiligen Medikamente91. Paracetamol wirkt 
wohl, neben anderen Mechanismen, auch über eine Hemmung der COX-2 und der an diese 
gekoppelten PgES102 analgetisch. Außerdem hat es eine schwache, wenn auch deutlich stär-
ker hemmende Wirkung auf die COX-1 als auf die COX-2103 und wirkt damit in höheren Do-
sierungen antithrombotisch104. In niedriger, subanalgetischer Dosis hemmt ASS vornehmlich 
die COX-1 und damit eine Produktion thrombozytenaggregationsfördernden TxA2s. Niedrig 
dosiert wird ASS deshalb seit langem zur kardiovaskulären Protektion bei Patienten mit kar-
dialen Risikofaktoren oder kardiovaskulären Ereignissen in der Anamnese verwendet. Häufig 
besteht eine Komedikation mit NSAR welche mit der Wirkung von ASS auf die COX kon-
kurrieren können. So ist beispielsweise für Ibuprofen ein kompetitiver Antagonismus mit 
ASS um den Substratkanal der COX bekannt, der zu einer Abschwächung der TxA2 reduzie-
renden und damit thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung von ASS führt105,106. Co-
xibe wiederum scheinen über ihre vornehmliche Wirkung auf die COX-2 keine Interaktion 
mit ASS bezüglich einer thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung des ASS zu 
haben106. Auch für Paracetamol ist keine Interaktion mit ASS bekannt. So zeigten Galliard-
Grigioni et al. 2009 keine Änderung der PFA-100-Zeit unter einer Medikation mit ASS in 
Kombination mit Paracetamol im Vergleich zu ASS kombiniert mit Placebo. Diclofenac wie-
derum scheint in einem ähnlichen Mechanismus wie Ibuprofen ASS den Zugang zu seiner 
Bindungsstelle im Kanal der COX-1 zu versperren und verhindert damit eine irreversible 
Hemmung der Bildung von TxA2 durch ASS107. Diclofenac hat eine kürzere Halbwertszeit als 
ASS und somit werden kontinuierlich wieder Substratbindungsstellen für Arachidonsäure und 
damit für die Bildung von TxA2 frei. Da allem Anschein nach lediglich Paracetamol (in kli-
nisch gebräuchlicher Dosierung) und die spezifischen COX-2-Hemmer die COX-1 unbeein-
flusst lassen, sollte bei Patienten mit Risikofaktoren für ein kardiovaskuläres Ereignis und 
dem Bedarf einer analgetischen/antirheumatischen Therapie eventuell eine Komedikation mit 
niedrig dosiertem ASS und einem Coxib oder auch mit Paracetamol erwogen werden.  
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4.2 Experimentelle Cyclooxygenasehemmung bei akuter Entzündung 
Im Gefäßsystem besteht ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren die die zellu-
läre Hämostase beeinflussen. Diese Faktoren sind unter anderem Stickstoffmonoxid (NO), die 
Eicosanoide oder auch eine Expression von Oberflächenrezeptoren. NO verhindert die Mehr-
expression von COX-2 auf einen inflammatorischen Stimulus wie TNFα hin. Blais et al. 
konnten zeigen, dass nach intravenöser Applikation rekombinanten TNFαs die Expression der 
mRNA für COX-2 in Endothelzellen zerebraler Gefäße tendenziell zunimmt. Nach der zu-
sätzlichen Applikation eines Inhibitors der NO-Synthetase (NOS) kam es jedoch zu einer sig-
nifikanten Mehrexpression der mRNA für COX-2 verglichen mit der alleinigen TNFα-
Gabe108. Hierbei handelte es sich wohl um die konstitutive, endotheliale Form der NOS. An-
ders als Blais et el. fanden Said et al. 2002 in humanen pulmonalen mikrovaskulären Endo-
thelzellen keinen Einfluss von TNFα auf die Expression der COX-2. Hier steigerte TNFα le-
diglich eine durch Interleukin-1β initiierte Mehrexpression der COX-2. Interessanterweise 
bewirkte der spezifische COX-2-Hemmer NS-398 hier keine Verminderung der 6-keto-PgF1α-
Synthese unter Kontrollbedingungen109. In unseren Untersuchungen erhöhte TNFα die Bil-
dung von PgI2 und TxA2 ebenfalls nicht signifikant gegenüber den Kontrollen. Damit scheint 
TNFα für eine steigernde Wirkung auf die COX-Expression auf Kofaktoren angewiesen zu 
sein. Zusätzlich könnte NO über eine durch TNFα verstärkte Bildung der induzierbaren Form 
der NOS110, durch eine Hemmung einer Mehrexpression der COX-2, einen PgI2-Anstieg unter 
TNFα-Einwirkung verhindert haben. Im Vergleich der Wirkung von Diclofenac ohne und mit 
dem Entzündungsmediator TNF auf die Prostazyklinsynthese fällt auf, dass Diclofenac im 
Entzündungsmodell die Prostazyklinsynthese tendenziell stärker hemmte als im gesunden Or-
ganismus. Auch hier könnte NO über eine Hemmung der COX-2-Synthese zusätzlich zu der 
COX-Hemmung durch Diclofenac beteiligt gewesen sein. Bezüglich Parecoxib fanden sich 
keine signifikanten Unterschiede der 6-keto-PgF1α-Spiegel im Serum der untersuchten Tiere. 
Auch eine Behandlung mit TNFα führte zu keinen signifikanten Veränderungen. Allerdings 
ließ sich wie in den Versuchen mit Diclofenac eine tendenzielle Verminderung der 6-keto-
PgF1α-Spiegel nach Kombination von Parecoxib und TNFα beobachten. Wie oben bereits er-
wähnt scheint die Parecoxibdosis eventuell zu gering gewesen zu sein um die COX-2 ausrei-
chend zu hemmen. TNFα hatte auch hier keinen zusätzlichen Einfluss auf die TxB2-Spiegel. 
Die vermehrte Bildung von TxB2 nach Parecoxibapplikation konnte auch im Entzündungs-
modell beobachtet werden und wurde wie oben erwähnt bereits in Studien anderer Arbeits-
gruppen beschrieben87,88. Wenn auch keine Wirkung des TNFα auf die Prostanoidspiegel ge-
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sehen wurde, so bleibt dennoch seine die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und die arte-
rielle Thrombusbildung fördernde Wirkung. Als proinflammatorisches Zytokin bewirkt TNFα 
eine vermehrte Expression von Oberflächenrezeptoren. So zeigten Gao et al. 2002 in einer in 
vitro Untersuchung an pulmonalen Endothelzellen eine Mehrexpression des ανβ3-Integrins auf 
eine Stimulation mit TNFα hin111. Das ανβ3-Integrin ist ein wesentlicher Bestandteil der 
Thrombozyten-Endothel-Interaktion. Dies bewiesen Bombeli et al. schon 1998, als sie die In-
teraktion von Thrombozyten mit humanen Endothelzellen der Umbilikalvene (HUVEC) un-
tersuchten. Sie fanden eine verminderte Adhäsion thrombinaktivierter Thrombozyten nach 
Blockade der endothelialen Adhäsionsmoleküle interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM)-1, 
ανβ3-Integrin sowie GPIbα. Antikörper, die das thrombozytäre Adhäsionsmolekül GPIIbIIIa 
und die zwischen dem GPIIbIIIa und endothelialen Adhäsionsmolekülen verbindenden Pro-
teine Fibrinogen, Fibronectin und vWF hemmten, führten ebenfalls zu eine verminderten 
Thrombozytenadhäsion. Keinen Einfluss hatte eine Hemmung der thrombozytären Oberflä-
chenmoleküle β1-Integrin, GPIbα, GPIV, P-Selektin und des Thrombozyten-Endothelzell-
Adhäsionsmoleküls (PECAM)-1 und der endothelialen Moleküle β1-Integrin, E-Selektin, P-
Selektin, PECAM-1 und des vaskulären Zelladhäsionsmoleküls (VCAM)-1112. Auch in unse-
rer Untersuchung fanden wir eine signifikante Mehrexpression des β3-Anteiles der Adhäsi-
onsrezeptordimere, wie beispielweise das ανβ3-Integrin eines ist, auf eine Inkubation von 
HMEC mit TNFα hin. Somit scheint ein Hauptmechanismus der TNFα-induzierten Thrombo-
zyten-Endothel-Interaktion in unseren in vivo Versuchen dessen Wirkung auf die Expression 
von Oberflächenrezeptoren zu sein. TNFα führte hingegen nicht zu einer vermehrten Expres-
sion von P-Selektin (Daten werden nicht gezeigt). Diclofenac bzw. Parecoxib allein bewirkten 
eine allenfalls tendenzielle Verminderung des β3-Integrins unter Kontrollbedingungen. Pare-
coxib verminderte jedoch die durch TNFα hochsignifikante Mehrexpression des β3-Integrins. 
In den in vivo Experimenten führte eine Kombination von Parecoxib mit TNFα zu einer im 
Vergleich mit der Kombination von Diclofenac und TNFα nicht so stark ausgeprägten Ver-
langsamung der Thrombozytengeschwindigkeiten. Hier könnte eine Hemmung der durch 
TNFα initiierten Adhäsionsrezeptorexpression durch Parecoxib ursächlich sein. Eine Hem-
mung der Aktivierung des thrombozytären Oberflächenmoleküls αIIbβ3-Integrin durch einige 
NSAR wurde von Domínguez-Jiménez et al. 1999 beschrieben113. Diclofenac hatte hier kei-
nen Einfluss auf das αIIbβ3-Integrin. Hinsichtlich einer Wirkung auf Integrine im Gefäßsystem 
durch Parecoxib gibt es bislang keine Daten. Dies könnte dennoch eine zusätzliche Rolle spie-
len und erfordert weitere Forschung. 
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4.2.1 Thrombozytenaktivierung unter entzündlichen Bedingungen 
Wie im obigen Abschnitt beschrieben kommt es unter entzündlichen Bedingungen zu starken 
intravaskulären Veränderungen. Diese haben auch Auswirkungen auf die Zellen des Blutes 
wie beispielsweise auf Thrombozyten. Thrombozyten enthalten verschiedene Formen von 
Speichergranula, in denen Moleküle und Proteine enthalten sind. Diese tragen, werden sie auf 
eine Stimulation der Thrombozyten hin freigesetzt, zu einer weiteren Aktivierung von 
Thrombozyten und Endothelzellen sowie zu inflammatorischen Prozessen im Gefäßsystem 
bei. Die dichten Granula enthalten beispielsweise unter anderem die thrombozytenaktivieren-
den Faktoren Ca2+, Adenosindiphosphat und Serotonin, die α-Granula Adhäsionsmoleküle 
wie P-Selektin, vWF, αIIbβ3-Integrin, ανβ3-Integrin und Gerinnungsfaktoren114. Thrombozyten 
besitzen Rezeptoren für TNFα (TNFR-1 und -2)115. Die unter inflammatorischen Bedingun-
gen erhöhten Spiegel an TNFα können über diese Rezeptoren zu einer vermehrten Sekretion 
der in Thrombozyten gespeicherten aktivierenden Faktoren und Adhäsionsmoleküle führen 
und somit eine Thrombozytenaktivierung und -adhäsion fördern. Die Expression des CD40-
Liganden (CD40L), einem Subtyp der Tumornekrosefaktorligandensuperfamilie, der von 
Thrombozyten ebenfalls exprimiert wird, wird durch TNFα gefördert115. CD40L bewirkt eine 
Hochregulation von Adhäsionsmolekülen auf Endothel- und anderen vaskulären Zellen, von 
weiteren proinflammatorischen Chemokinen, Matrixmetalloproteinasen (diese können Pep-
tidbindungen in Proteinen spalten) und von Tissue Factor (Faktor III der Blutgerinnungskas-
kade). Des Weiteren kann er an das thrombozytäre Adhäsionsmolekül αIIbβ3-Integrin binden 
und dadurch die Thrombozytenaktivierung und -vernetzung weiter verstärken116. Die endothe-
liale Synthese von NO wird durch Bindung von CD40L an den endothelialen Oberflächenre-
zeptor CD40 vermindert und es kommt zu einer vermehrten Freisetzung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS)117. Auch ROS können eine verstärkte Thrombozytenaktivierung 
hervorrufen118-120. Es werden also unter entzündlichen Bedingungen auch von thrombozytärer 
Seite Mechanismen in Gang gesetzt, die dem antithrombozytären Effekt des PgI2 entgegen-
wirken und damit das Atherothromboserisiko steigern. TNF scheint allerdings in den in un-
seren Untersuchungen verwendeten Dosen keinen direkten Einfluss auf die Thrombozytenak-
tivierung zu haben. In Aggregometeruntersuchungen zur Thrombozytenaktivierung konnten 
wir keine erhöhte Aktivierbarkeit nach Inkubation der Thrombozyten mit TNF in humanem 
PRP nachweisen (die Daten werden in dieser Arbeit nicht gezeigt). Zu einem ähnlichen Er-
gebnis kamen Cambien et al. 2003 ebenfalls in Aggregometeruntersuchungen121. Es sind 
demnach, neben den durch Thrombozyten freigesetzten oder auf deren Oberfläche präsentier-
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ten Faktoren, weitere Faktoren für eine Thrombusbildung notwendig. Wird nun durch Athe-
rosklerose oder eine Manipulation an den Koronararterien wie bei koronaren Katheterinter-
ventionen das Endothel zusätzlich beansprucht, was beispielsweise zu freiliegenden Kollagen-
fasern an atheromatösen Plaques führen kann, so können dort in einem durch die intravasale 
Entzündung prothrombogenen Milieu Thrombozyten verstärkt aktiviert werden. Hierdurch 
steigt das Atherothromboserisiko weiter. 
4.2.2 Klinische Bedeutung für die Anwendung von Cyclooxygenasehemmstoffen bei 
entzündlichen Erkrankungen 
Die ersten Berichte eines erhöhten kardiovaskulären Risikos durch spezifische Cyclooxyena-
sehemmstoffe (VIGOR 20006, APPROVe 20047,8) führten nicht nur zu einer Rücknahme des 
spezifischen COX-2-Hemmers Rofecoxib vom Weltmarkt und einer „Black Box“-Warnung 
für Celecoxib122 sondern sogar zu einer allgemeinen Warnung der US Food and Drug Admi-
nistration (FDA) und der European Medicine Agency (EMEA) bezüglich eines unreflektierten 
Gebrauches von Cyclooxygenasehemmern. Gemäß den Empfehlungen der EMEA sind alle 
COX-2-Inhibitoren bei Patienten mit einer ischämischen Herzerkrankung oder einem stattge-
habten zerebralen Insult kontraindiziert. Etoricoxib sollte bei Patienten mit nicht eingestelltem 
Hypertonus nicht verschrieben werden. Des Weiteren sollte eine besondere Vorsicht bezüg-
lich einer Medikation mit COX-2-Inhibitoren geboten sein, wenn die Patienten Risikofaktoren 
für eine Herzerkrankung bieten. Diese wären beispielsweise ein Bluthochdruck, eine Hyperli-
pidämie, ein Diabetes mellitus, das Rauchen oder auch eine periphere arterielle Verschluss-
krankheit. Da das kardiovaskuläre Risiko mit der Dauer und Dosis der Medikamentenein-
nahme steigt, sollte außerdem versucht werden mit der geringstmöglichen Dosis und Thera-
piedauer auszukommen123,124. Wir konnten zeigen, dass schon eine einmalige intravenöse 
Medikamentenapplikation in einer Dosis von einem Milligramm Diclofenac bzw. Parecoxib 
pro Kilogramm Körpergewicht zu einer signifikant verstärkten Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und einer signifikant verkürzten Gefäßverschlusszeit nach traumatischer Gefäß-
wandverletzung führt. Allerdings kam es nicht spontan zu einem thrombotischen Gefäßver-
schluss. Übertragen auf den klinischen Gebrauch von Diclofenac bzw. Parecoxib bedeutet 
dies, dass eine einmalige Applikation der Medikamente die Atherothrombosebereitschaft im 
Gefäßsystem steigert. Es bedarf aber scheinbar einer länger andauernden Wirkung der Medi-
kamente auf das Endothel und die Zellen des Blutes und zusätzlich einer prothrombogenen 
Prädisposition des arteriellen Gefäßsystems, beispielsweise durch Gefäßwandverletzungen, 
um letztlich zu einer Thrombusbildung zu führen. Eine intravasale Entzündung, in unseren 
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Untersuchungen hervorgerufen durch intravenös verabreichtes TNFα, trägt wie oben be-
schrieben und in unseren Versuchen beobachtet ebenfalls zu einer vermehrten Thrombozyten-
Endothel-Interaktion bei. Auch hier kam es nicht zu einer spontanen Thrombusbildung. Eine 
intravasale Entzündung ist somit ebenfalls lediglich als Kofaktor einer arteriellen Thrombus-
bildung zu verstehen. Im Falle des Krankheitsbildes der Arthrosklerose, das oft Ursache einer 
Einnahme von NSAR und spezifischen COX-2-Hemmern ist, kommen nun mehrere Faktoren 
zusammen. Bei den meist älteren Patienten besteht oft zusätzlich eine Atherosklerose in mehr 
oder weniger ausgeprägter Form, durch die Gelenkentzündung finden sich intravasal erhöhte 
Spiegel von Entzündungsmediatoren und nun trägt eine Einnahme von Cyclooxygenase-
hemmstoffen (häufig Diclofenac) zusätzlich zu einer Steigerung des Atherothromboserisikos 
bei. Aufbrechende atheromatöse Plaques oder eine mechanische Verletzung des Endothels 
wie im Falle der arteriellen Bypass-Graft-Studie (CABG)56 sind dann in der Folge Auslöser 
der definitiven Thrombusbildung. Im perioperativen Bereich werden ebenfalls häufig Cycloo-
xygenasehemmer zur analgetischen Therapie verwendet. Hier kann es bei vorbestehender 
Atherosklerose und damit häufig einhergehender Koronarsklerose, durch ein zusätzliches 
Kippen des Gleichgewichtes der Prostanoidspiegel zugunsten von TxA2, durch den Gebrauch 
von Cyclooxygenasehemmern zu einer verstärkten Thrombozytenaktivierung und damit zu 
kardiovaskulären Ereignissen kommen. Des Weiteren gehen viele der chirurgisch zu behan-
delnden Erkrankungen mit einer lokalen bis systemischen Entzündungsreaktion einher. Ein 
hierdurch bedingter prothrombogener Status kann durch eine zusätzliche Cyclooxygenase-
hemmung weiter verstärkt werden. 
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Tabelle 1: Metaanalysen von Beobachtungsstudien über das kardiovaskuläre Risiko 
unter Diclofenacmedikation 
RR= risk ratio, OR= Odds ratio, HR= hazard ratio, (A)MI= (akuter) Myokardinfarkt, CV= kardiovaskulär, 
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Tabelle 2: Retrospektive Kohortenstudien mit der Fragestellung ob NSAR das Risiko 
für kardiovaskuläre Ereignisse erhöhen 
RR= risk ratio, OR= Odds ratio, HR= hazard ratio, IRR= incidence rate ratio, RD= Risikodifferenz, 
(A)MI= (akuter) Myokardinfarkt, CV= kardiovaskulär, CVE= kardiovaskuläre Erkrankung, HF= Herzversagen, 
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4.3 Limitationen dieser Untersuchung  
Diese Untersuchung muss mit einigen Einschränkungen betrachtet werden. Die Daten wurden 
in einem Tiermodell erhoben, das möglicherweise nicht die Situation im menschlichen Orga-
nismus widerspiegelt. Allerdings hat sich dieses Modell schon früher bewährt um den klini-
schen Verdacht prothrombotischer Eigenschaften der selektiven COX-2-Hemmer experimen-
tell zu bestätigen12. Derartige Effekte waren schon seit der Veröffentlichung der VIGOR-
Studie6 vermutet und später durch große klinische Studien belegt worden (siehe auch Tabelle 
1- 4). Messungen von Prostanoidmetaboliten lassen nur indirekt Rückschlüsse auf intrakorpo-
rale Prostanoidspiegel zu. Prostanoide sind aber so kurzlebig, dass eine direkte Messung nicht 
möglich ist. Bei der kardialen Punktion zur Blutgewinnung in unserem Modell können allein 
schon durch das Trauma Prostanoide freigesetzt worden sein. Um diese Störgröße möglichst 
zu minimieren wurden 20 Gauge messende und damit große Kanülen für die Punktion einge-
setzt und die Probe wurde schon in der Spritze mit dem Cyclooxygenasehemmstoff Indo-
methacin versetzt. Eine andere Möglichkeit wäre eine Sammlung von Urin über 24 Stunden 
in metabolischen Käfigen und eine Messung der Prostanoidmetabolite in diesem gewesen. Al-
lerdings wird PgI2 in zahlreichen Organen produziert und so übersteigen im Urin ausgeschie-
dene Abbauprodukte des PgI2 die nicht endothelialer Herkunft sind schnell die Menge derer 
endothelialer Herkunft143. Uns interessierte jedoch in dieser Fragestellung nicht die Produkti-
on von Prostanoiden im Gesamtorganismus im Allgemeinen sondern deren Vorhandensein 
und deren Wirkung im Gefäßsystem im Speziellen. Aus diesem Grund wurde die Messung 
von 6-keto-PgF1α und TxB2 im Hamsterserum vorgenommen. Die im Serum gemessenen 
Prostanoide sind allerdings ebenfalls nicht exklusiv endothelialer oder thrombozytärer Her-
kunft, sondern können zusätzlich von anderen intra- und paravasalen Zellen wie z.B. 
Makrophagen stammen143. Da es in der vorliegenden Arbeit um die intravaskuläre Wirkung 
der Prostanoide ging und nicht um die genaue Untersuchung der Herkunft, lassen die Ergeb-
nisse nach systemischer Medikamentenapplikation Rückschlüsse auf ähnliche Mechanismen 
im menschlichen Organismus zu. Auch im Menschen wirken Cyclooxygenasehemmstoffe 
nicht spezifisch auf Endothelzellen und Thrombozyten und trotzdem gab es klinisch Hinweise 
auf eine prothrombotische Wirkung. Eine systemische Applikation von TNF ist schließlich 
vielleicht ein zu einfaches Modell für die Induktion von entzündlichen Bedingungen, da diese 
durch verschiedene Faktoren und pathophysiologische Vorgänge verursacht werden. Es gibt 
Studien in ähnlichen Tiermodellen, die sogar eine Verlängerung der Zeit bis zur Bildung einer 
Atherothrombose nach TNF-Applikation gezeigt haben. Allerdings fanden die Beobachtun-
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gen hier 30 Minuten nach einer Behandlung mit TNF statt121 und diese Ergebnisse konnten 
von uns im Rahmen anderer Projekte der Arbeitsgruppe nicht nachvollzogen werden. Für eine 
transkriptionelle Regulation beispielsweise einer Adhäsionsrezeptorexpression ist diese Zeit 
zu kurz. Diese Ergebnisse stellen damit keinen Widerspruch zu unseren Ergebnissen dar. Eine 
verstärkte Expression der COX-2 und damit eine intravasale Erhöhung der einer Thrombozy-
tenaktivierung entgegenwirkenden Prostanoide PgI2 und PgD2 sowie eine vermehrte Freiset-
zung von NO ist in dieser Zeit jedoch möglich. Für Rückschlüsse auf chronische entzündliche 
Prozesse, wie sie bei einer Atherosklerose vorliegen, ist der Zeitraum von vier Stunden nach 
TNF-Gabe und die einmalige Administration der Substanz dennoch nicht ausreichend. Auch 
dies stellt somit eine Momentaufnahme der Reaktion auf einen inflammatorischen Stimulus 
dar. In den klinischen Studien zu den Auswirkungen einer Therapie mit Cyclooxygenase-
hemmern wurden längere Einnahmezeiträume untersucht und nicht wie in dieser Studie die 
Folgen einer Einmalapplikation. Die vorliegenden Ergebnisse sind deshalb lediglich als Hin-
weise auf eine mögliche Pathogenese der klinisch beobachteten atherothrombotischen Ereig-
nisse zu verstehen. In unseren Beobachtungen führte eine intraperitoneale Injektion von 
0,5 µg TNF pro kg KG zwar zu einer tendenziellen Erhöhung der PgI2-Spiegel, die Menge 
des durch Thrombozyten freigesetzten TxA2s blieb im Vergleich zu den Kontrollen hingegen 
unbeeinflusst. Dies kann mehrere Gründe haben. Die COX-2 ist schon durch geringere Men-
gen Hydroperoxid, wie es unter inflammatorischen Bedingungen freigesetzt wird, induzierbar 
als die COX-1144. Bei der intraperitonealen Injektion ist es möglich, dass letzten Endes ein 
bedeutend kleinerer Teil der Substanz in den Blutkreislauf gelangt. Somit reichte die Menge 
an TNF zwar aus um die Expression der COX-2 geringfügig zu steigern, die der COX-1 
hingegen blieb unbeeinflusst. Aus technischen Gründen war es nicht möglich den Tieren die 
für die Blutentnahmen verwendet wurden und nicht den intravitalmikroskopischen Versuchen 
unterzogen wurden TNF und Parecoxib intravenös zu applizieren. Daher wurden diesen die 
Substanzen intraperitoneal verabreicht. Leider lässt dies nur eingeschränkt Rückschlüsse auf 
eine intravaskuläre Wirkung zu. Allerdings stehen die Messungen der PgI2- und TxA2-Spiegel 
nach Applikation von TNF und Parecoxib damit auch in keinem Widerspruch zu den intra-






In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden in einem Tiermodell Ursachen einer klinisch 
beobachteten Atherothrombosegefährdung unter Cyclooxygenasehemmung experimentell un-
tersucht. Hierbei fand sich unter Medikation mit dem bisher als nicht selektiv die COX-1 und 
die COX-2 hemmend bekannten NSAR Diclofenac in klinisch gebräuchlicher Dosierung eine 
signifikant erhöhte Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine verkürzte Gefäßverschluss-
zeit nach Gefäßwandverletzung. Die PgI2-Spiegel im Serum behandelter Tiere waren tenden-
ziell erniedrigt, was zu einem Kippen des Gleichgewichtes von PgI2 und TxA2 in Richtung 
prothrombotischer Verhältnisse führte. Diese Effekte konnten durch das PgI2-Analogon Ilop-
rost verhindert werden. Dadurch wurde wiederum die Hypothese einer Beeinflussung des 
Prostanoidgleichgewichtes als Ursache der klinisch beobachteten kardiovaskulären Vorfälle 
unterstützt. Das als spezifischer COX-2-Hemmer vermarktete Parecoxib erwies sich als im 
Tierversuch ebenfalls prothrombotisch wirksam. Allerdings waren entgegen den Erwartungen 
die PgI2-Spiegel nicht beeinflusst. TxA2 hingegen wurde unter einer Medikation mit Pareco-
xib sogar verstärkt freigesetzt. Im Gegensatz zu Diclofenac gibt es bezüglich einer Athe-
rothrombosegefährdung unter Parecoxibtherapie uneinheitliche klinische Daten. Unter durch 
TNFα induzierten, niedrigschwelligen entzündlichen Bedingungen kam es ebenfalls zu einer 
verstärkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion. Hier scheint die Ursache in einer vermehrten 
Expression von Adhäsionsrezeptoren zu liegen und nicht in einer Beeinflussung der Prosta-
noide.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die verschiedenen Cyclooxygenasehemmer be-
züglich ihrer Wirkung stark voneinander unterscheiden und wenn sie prothrombotisch wirk-
sam sind auch in einem gesunden Gefäßsystem eine arterioläre Thrombosegefährdung darstel-
len können. Dies ist möglicherweise unabhängig von einem vorbestehenden kardiovaskulären 
Risiko, kann dieses allerdings durchaus verstärken. Um das Risiko eines kardiovaskulären 
Vorfalles für die einzelnen Cyclooxygenasehemmer abzuschätzen, müssten diese einzeln in 
experimentellen und klinischen Studien weiter untersucht werden. Bis dahin bleibt davon 
auszugehen, dass die meisten Cyclooxygenasehemmer mit Ausnahme von Acetylsalicylsäure 
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